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Abréviations 
 
 
DOPC : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine ; DOPS : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
[phospho-L-serine] ; NaCl : chlorure de sodium ; CaCl2: chlorure de calcium ; Ca
2+ : calcium ; 
NaN3 : sodium azide , HEPES : N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid] ; DTT : 
Dithiothreitol ; APS : Ammonium persulfate ; TEMED : N,N,N',N' 
Tetramethylethylenediamine ; SDS : sodium dodecyl sulfate ; HCl : acide chlorhydrique ; 
NaOH : soude ; Mal :maléimide ; MLV :vésicule multilamellaires ; LUV : vésicules 
unilamellaires de grande taille ; SUV vésicules unilamellaires de petite taille ; Anx5 : 
Annexine 5 ; QCM-D : quartz cristal microbalance with dissipation monitoring ; HER2: 
« Humain Epidermal Growth Factor Receptor-2 », ou récepteur 2 du facteur de croissance 
épidermique humain ; EGFR: Epidermal growth factor receptor ; E.coli : Escherichia coli ; 
IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside ;  PTMC-b-PGA : poly(trimethylene carbonate)-
b-poly(acide glutamique) ; PEG : polyethylene ; CFE : cell-free extract ; PAGE : polyacrylamide 
gel electrophoresis ; PI : Iodure de propidium ; FITC : isothiocyanate de fluorescéine 
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I-1 Contexte de cette thèse : Le Développement de Nanovecteurs Fonctionnalisés 
par des Anticorps pour le Ciblage de Cellules  Cancéreuses, et le Projet Européen 
NANOTHER 
 
Le cancer, parfois appelé «Big C» en anglais, constitue l’une des premières causes de décès 
en Europe. Chaque année, cette maladie est diagnostiquée chez près de 3,2 millions de 
nouvelles personnes au sein de l’Union Européenne. Le développement de nouveaux 
médicaments et de nouveaux outils pour la thérapie et le diagnostic du cancer sont donc des 
enjeux cruciaux au niveau médical, humain et socio-économique. De nombreux agents 
thérapeutiques sont disponibles aujourd’hui qui présentent une activité in vitro, mais dont 
l’activité diminue in vivo. Ceci s’explique par l’efficacité des systèmes d’élimination du corps 
humain et par l’inefficacité de ciblage de la plupart des médicaments actuellement utilisés. 
L’administration de doses élevées pour compenser ces limitations est souvent la cause 
d’effets secondaires indésirables.  
L’essor croissant des nanotechnologies permet d’envisager l’émergence de traitements 
innovants qui sont supposés révolutionner le domaine de la médecine, du diagnostic à la 
thérapie (Allen et Cullis 2004; Langer 1990). Un intérêt très particulier concerne le 
développement de nanoparticules capables de transporter des médicaments ou principes 
actifs à travers le corps humain et de les délivrer au niveau d’une cible choisie. De tels 
systèmes devraient permettre de réduire non seulement la posologie des médicaments 
utilisés mais aussi les effets secondaires qui se manifestent avec les méthodes actuelles de 
chimiothérapie. Des efforts considérables sont déployés à travers le monde pour développer 
des nanoparticules dites intelligentes, principalement des liposomes (Torchilin 2005) et des 
micelles ou vésicules de polymères (Nishiyama et Kataoka 2006; Duncan 2006), qui seront 
les médicaments de la médecine personnalisée de demain (Couvreur et Vauthier 2006).    
Dans le cadre du 7ème Programme Cadre de Recherche et Développement (7ème PCRD ou 
FP7), l’Union Européenne soutient des programmes de recherche visant au développement 
des nanotechnologies et de leurs applications médicales, en particulier dans la lutte contre le 
cancer. Les travaux réalisés pendant ma thèse ont été entrepris dans le cadre du projet 
européen NANOTHER du 7ème PCRD (NMP4-LA-2008-213631 ; http://www.nanother.eu/). 
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NANOTHER est l’abréviation de «Integration of novel NANOparticle based technology for 
THERapeutics and diagnosis of different types of cancer».  
Le projet NANOTHER, débuté en Septembre 2008 pour une durée de 4 ans, a rassemblé 16 
partenaires, dont 9 laboratoires académiques et 7 compagnies industrielles localisés dans 7 
pays européens et en Israël pour deux partenaires. NANOTHER propose d’utiliser les 
techniques de nanotechnologie les plus récentes en vue de développer les futurs outils de la 
théranostique, capables de détecter, de localiser et de traiter les tumeurs (Mura et Couvreur 
2012). Dans ce projet, des nanoparticules polymériques biocompatibles, biodégradables, 
non toxiques, seront sélectionnées et transformées en nanovecteurs via  de multiples 
approches de fonctionnalisation. L’objectif est de développer des nanoparticules 
multifonctionnelles capables de circuler longuement dans l’organisme, encapsulant des 
médicaments utilisés en chimiothérapie comme la doxorubicine ou des small interfering RNA 
(siRNA), dotés de systèmes de reconnaissance, en particulier des anticorps, pour cibler les 
cellules cancéreuses, et contenant des nanoparticules magnétiques pour l’imagerie et 
l’hyperthermie (Figure I-1).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-1 : Système de nanovecteurs fonctionnels pour le diagnostic et la thérapie de tumeurs. 
(adapté de NANOTHER) 
 
Mon projet de thèse, réalisé dans le cadre du projet NANOTHER, a porté principalement sur 
les thématiques de la fonctionnalisation de nanoparticules polymériques avec des anticorps, 
leur caractérisation et l’étude du ciblage de cellules du cancer du sein.  
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Dans ce chapitre, je vais d’abord introduire les thématiques abordées pendant ma thèse, 
puis je présenterai le contenu de ma thèse et ses objectifs. 
 
I-2 Introduction générale 
 
I-2.1 Généralités sur les systèmes de vectorisation 
I-2.1.1 Définition d’un système de vectorisation 
Les médicaments sont traditionnellement administrés dans l’organisme soit par voie orale 
soit par injection, intramusculaire ou intraveineuse, en fonction des propriétés intrinsèques 
liées à leur structure moléculaire. La quantité finale de médicaments atteignant un site 
d’intérêt correspond généralement à une très faible proportion de la dose administrée. 
L’accumulation de ces substances dans des tissus qui ne sont pas impliqués dans la maladie, 
peut provoquer des réactions et conduire à des effets secondaires indésirables. De ce fait, 
l’administration de ces substances est adaptée en fonction de la balance risque/bénéfice. 
Pour remédier à ce type de problème, une approche consiste à appliquer des médicaments 
directement aux sites d’action en utilisant des moyens d’administration locale (sprays, 
inhalateurs, crèmes, solutions nasales ou oculaires, etc.). Cependant, ce mode 
d’administration n’est possible que dans la mesure où les tissus sont aisément accessibles. 
Cette approche n’est donc pas utilisable comme thérapie anticancéreuse, car les tumeurs et 
surtout les métastases ne sont pas accessibles directement. 
La vectorisation des médicaments constitue une voie prometteuse permettant de pallier à 
ces problèmes (Couvreur 2001). Cette méthode consiste à associer des principes actifs à un 
système de transport pour les transporter à travers l’organisme jusqu’au site à traiter. Dans 
ce cas, les principes actifs sont encapsulés et protégés par un vecteur, puis délivrés de façon 
contrôlée sur un laps de temps optimal, ce qui conduit à une augmentation de leur efficacité 
après injection. En conséquence, les concentrations et fréquences d’injection peuvent être 
diminuées permettant ainsi une meilleure tolérance vis à vis du traitement. 
 
I-2.1.2 Caractéristiques principales des systèmes de vectorisation 
Dans un système de vectorisation, le vecteur est l’élément clé. C’est un objet conçu pour 
transporter une grande quantité de principes actifs tout en les protégeant et en limitant son 
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activité pendant le trajet vers les zones ciblées. Pour être efficace et utilisable en clinique, le 
vecteur idéal doit présenter certaines caractéristiques : 
- Sa composition doit faire intervenir des composés relativement stables en milieu 
physiologique, non toxiques pour l’organisme, biocompatibles et biodégradables, de 
manière à faciliter leur élimination ultérieure 
- Sa taille doit permettre à la fois le transport d’une quantité suffisante de principe 
actif et sa diffusion à travers certaines barrières physiologiques (barrière de 
l’endothélium, barrière hémato-encéphalique, organe, tissu, cellule, noyau cellulaire, 
etc.) pour atteindre la cible 
- Il doit garder le principe encapsulé de façon stable et active, posséder une grande 
spécificité vis-à-vis des cellules ciblées et rester le plus longtemps possible dans la 
circulation sanguine pour pouvoir atteindre sa cible 
- Le vecteur doit être suffisamment stable face à toutes les dégradations et 
interactions avec les biomolécules pendant son transport (notamment les protéines 
plasmatiques dans le cas d’une administration intraveineuse) et éviter les 
interactions en dehors de la zone visée 
- Une fois arrivé au niveau de la zone à traiter, il doit délivrer le médicament à 
proximité ou à l’intérieur des cellules ciblées. Ce processus de libération contrôlée 
est envisageable grâce aux propriétés de composés associés au vecteur (rupture 
enzymatique, liaison réversible, sensibilité à une variation du milieu comme le pH, la 
température, la force ionique, l’état d’oxydo-réduction) 
- Enfin, il doit résister à la stérilisation et être aisément stocké et administré. 
 
Le principe actif encapsulé dans le vecteur est un élément tout aussi important dans la 
vectorisation. Il peut être de différente nature selon le type de thérapie envisagée : il peut 
s’agir de molécules d’ADN ou d’oligonucléotides dans le cadre de la vectorisation de gènes 
ou « thérapie génique », d’agents anticancéreux pour la chimiothérapie, de facteurs de 
croissance, par exemple dans le cadre d’une thérapie réparatrice de lésions du système 
nerveux central ou encore de marqueurs radioactifs, magnétiques ou fluorescents en vue 
d’une application diagnostique. La méthode d’encapsulation varie en fonction du principe 
actif.  
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I-2.1.3 Les défenses de l’organisme 
Pour apporter des vecteurs au niveau d’une zone déterminée, le moyen le plus simple est 
une injection intraveineuse. Cependant, une fois injectés dans l’organisme, les vecteurs 
chargés de principes actifs sont considérés comme éléments étrangers et doivent affronter 
les divers systèmes défenses de l’organisme constitués principalement des systèmes de 
filtration et du système immunitaire, et éviter l’élimination avant d’atteindre leurs cibles. 
 
Le système de filtration 
En raison des barrières physiques des systèmes de filtration, les objets de grande taille (> 7-
10 μm) sont retenus au niveau des fins capillaires de l’organisme, alors que ceux de petite 
taille (< 70 nm) vont être éliminés de la circulation au niveau des reins ou du foie. 
 
Système immunitaire 
Les vecteurs injectés dans le milieu sanguin entrent en contact avec les éléments du sang, les 
protéines plasmatiques et les éléments du système immunitaire, ce qui provoque une prise 
en charge par ce dernier.  
En bref, le système immunitaire est un système complexe composé des principaux acteurs 
suivants :  
- Les phagocytes, comprenant les granulocytes et les macrophages, sont des cellules 
impliquées dans l’ingestion et la dégradation de façon aspécifique des éléments 
pathogènes (Stuart et Ezekowitz 2008). Ils sont aussi impliqués dans la présentation 
des antigènes aux lymphocytes.  
- Les lymphocytes sont des cellules impliquées dans la réponse immunitaire spécifique 
d’un pathogène précis. Deux lignées lymphocytaires sont distinguées selon leurs 
fonctions : les lymphocytes B et T. Les lymphocytes T sont activés par des cellules 
phagocytaires qui présentent des antigènes du pathogène. Ils induisent à leur tour 
les lymphocytes B qui produisent et sécrètent des anticorps spécifiques. 
- Les opsonines sont des molécules solubles qui, quand elles sont liées à des éléments 
étrangers, amplifient la prise en charge par les cellules phagocytaires. Cette classe de 
molécules comprend des protéines impliquées dans les réactions immunitaires telles 
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que les anticorps et les protéines du complément (cascade de protéines présentes 
dans le plasma).  
 
Les réactions de défense de l’organisme impliquent donc des interactions coordonnées entre 
ces différents acteurs de l’immunité pour aboutir à l’élimination des éléments étrangers. 
 
Par conséquent, outre les caractéristiques indiquées précédemment, les défenses de 
l’organisme exigent que les vecteurs aient une taille supérieure à 70 nm pour éviter d’être 
reconnus par le système immunitaire et inférieure à 200nm pour ne pas être éliminés par les 
filtres.  
 
 
I-2.2 Généralités sur les nanoparticules 
Comme les « magic bullets » imaginées par Paul Ehrlich (1854-1915) (Strebhardt et Ullrich 
2008), les nanoparticules ou nanovecteurs ont pour objectif d’augmenter l’efficacité, la 
spécificité et la sécurité biologique des agents thérapeutiques, par l’amélioration de leur 
mode d’administration.  
 
I-2.2.1 Définition d’une nanoparticule 
Une nanoparticule est un assemblage de quelques centaines à quelques millions d’atomes, 
formant un objet dont la dimension est comprise entre 5 et 200 nm (Faraji et Wipf 2009) ou 
plus globalement inférieure à 1µm. En taille, les nanoparticules sont donc du même ordre de 
grandeur que les protéines et les virus (Figure I-2). 
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Figure I-2 : Gamme de tailles des nanoparticules comparées à celles des principales structures 
chimiques et biologiques. 
 
 
 
I-2.2.2 Historique des nanoparticules 
On distingue classiquement trois générations successives de particules 
(http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/cine/film/couv/drugdelivery.htm) (Figure I-3). 
La première génération correspond à des colloïdes stables en milieu aqueux encapsulant des 
agents actifs, l’intérêt principal étant de ralentir leur élimination (notamment par voie rénale) 
et de prolonger leurs effets. L’exemple prototypique est le liposome, nanoparticule formée 
d’une bicouche lipidique similaire aux membranes biologiques. Cependant, même si la faible 
taille des particules permet de ralentir leur élimination, elle n’est pas suffisante pour 
permettre une longue circulation dans le milieu sanguin. En effet, les nanoparticules sont 
considérées comme des éléments étrangers, elles sont reconnues par les défenses 
immunitaires (plus particulièrement par le système réticulo-endothélial) et sont rapidement 
prises en charge par les macrophages. 
Afin d’augmenter le temps de demi-vie plasmatique et de pouvoir atteindre la zone d’intérêt, 
la surface des nanoparticules a été modifiée pour obtenir des nanoparticules dites « furtives 
», de seconde génération. Les agents de furtivité, généralement des polymères, créent une 
couche protectrice qui limite la fixation des opsonines et permet ainsi d’échapper à la 
capture par les cellules du système immunitaire (Moghimi, Hunter, et Murray 2001; 
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Moghimi et Szebeni 2003). Le PEG (polyéthylène glycol) est le polymère le plus couramment 
utilisé car il est biocompatible, soluble en milieu aqueux, non toxique et faiblement 
immunogène. Il permet de s’affranchir des impératifs de rigidité, de taille et même de 
charge des vésicules. De plus, son injection à l’homme est approuvée par l’AFSSAPS (Agence 
Française de Sécurité Sanitaire Produits de Santé) et par la FDA (Food and Drug 
Administration).  
Afin de pouvoir cibler un tissu donné, des nanoparticules de troisième génération, dites 
« furtives et ciblantes », ont été générées. Leur surface est fonctionnalisée par des ligands 
biologiques reconnus spécifiquement par les cellules d’intérêt. Les ligands pouvant être 
greffés sur les nanoparticules sont aussi différents que des anticorps (Tada et al. 2007; J. 
Yang et al. 2008), des peptides (Cai et al. 2006), des oligonucléotides (Farokhzad et al. 2006) 
ou d’autres molécules telles que des saccharides ou des folates (Zhiping Zhang, Huey Lee, et 
Feng 2007; Schroeder et al. 2007; Chen et al. 2007). 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figure I-3 : Schéma des trois générations de nanoparticules. 
 
 
Au fur et à mesure du développement de la nanomédecine, la représentation de la 
nanoparticule idéale, c’est-à-dire un agent ciblant injectable combinant le diagnostic et la 
thérapie, s’est affinée (Figure I-4). La nanoparticule peut être schématisée comme une nano-
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plate-forme multifonctionnelle sur laquelle viennent prendre place des agents 
thérapeutiques, des agents de contraste, des agents de furtivité, des agents de ciblage et des 
agents de perméation. Ainsi, une même nano-plateforme de base permet l’obtention d’un 
grand nombre de nanoparticules possédant des propriétés différentes en fonction des 
agents choisis. 
 
 
 
Figure I-4 : Nanoparticule multifonctionnelle (Ferrari 2005). Les différentes fonctions sont illustrés : 
capacité de transporter un ou plusieurs agents thérapeutiques ; ciblage par agent de ciblage (ex : 
anticorps) ; amplification de signaux d’imagerie par agent de contraste co-encapsulé; et évitement de 
barrières biologiques exemplifié par un agent de perméation permettant d’ouvrir les jonctions 
serrées endothéliales et par PEG (polyethylene glycol) afin d’éviter l’élimination par les macrophages.  
 
 
I-2.2.3 Différents types de nanoparticules 
La réactivité des nanoparticules est fortement liée à leur composition, qui peut être très 
variée. Il existe une grande variété de nanoparticules, allant des liposomes aux 
nanoparticules inorganiques en passant par les nanoparticules polymériques. Leurs 
propriétés intrinsèques conditionneront leur devenir après administration. Le choix du cœur, 
qui peut être organique ou inorganique, est primordial pour protéger puis aider à la 
libération des agents d’intérêt, alors que les propriétés de la surface influenceront la 
distribution des agents thérapeutiques et diagnostiques vers la zone ciblée. Nous allons 
décrire ici les nanoparticules les plus courantes. 
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I-2.2.3.1 Nanoparticules à base de lipides 
Les nanoparticules à base de lipides couramment utilisées contiennent les liposomes et les 
nanoparticules lipidiques solides (SLN) (Figure I-5). 
 
 
 
Figure I-5 : Schéma de différentes nanoparticules à base de lipides, d’après (Lim, Banerjee, et 
Onyüksel 2012). A) liposome unilamellaire ; B) nanoparticule lipidique solide. 
 
 
Les liposomes sont des particules colloïdales sphériques constituées d’une ou plusieurs 
bicouches lipidiques concentriques composées de phospholipides et de molécules de 
cholestérol encapsulant un réservoir aqueux à l’intérieur (Figure I-5 A) (Torchilin 2006). La 
taille des liposomes varie entre 30 nm et plusieurs micromètres. On distingue 
principalement trois types de liposomes (Weinstein et Leserman 1984) : les liposomes 
multilamellaires, les MLV (multilamellar vesicles), relativement stables mais polydisperses 
(100 nm à 10 µm) ; les liposomes unilamellaires de petite taille, les SUV (small unilamellar 
vesicles) de distribution de taille plus étroite (30 à 50 nm), mais moins stables et de 
contenance faible ; le troisième type de liposomes, les LUV (large unilamellar vesicles) de 
diamètre moyen variant entre 0,1 à 1 µm, de plus grande capacité. Ces particules sont 
depuis de nombreuses années utilisées comme outils pour la biologie et la biochimie en tant 
que transporteurs d’agents thérapeutiques et d’imagerie (Gregoriadis 1976). Les principes 
actifs hydrophobes ou hydrophiles peuvent se loger respectivement dans les bicouches 
lipidiques ou le compartiment aqueux. Leur caractère non toxique et biocompatible fait de 
ces colloïdes des systèmes intéressants pour les applications in vivo (Gabizon, Shmeeda, et 
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Barenholz 2003). Cependant, les liposomes présentent également quelques limitations : ils 
ont effectivement montré une faible capacité d’encapsulation (notamment pour les 
molécules lipophiles piégées dans la double couche de phospholipides), une stabilité 
modérée et un relargage précoce d’agents actifs hydrophiles dans le sang (Pinto-Alphandary, 
Andremont, et Couvreur 2000). 
Les nanoparticules lipidiques solides ou SLN (pour « Solid Lipid Nanoparticles ») sont 
structurées autour d’un cœur lipidique, généralement à base de triglycérides biodégradables, 
bioassimilables et non toxiques (Figure I-5 B) (Wong et al. 2007; Wissing, Kayser, et Müller 
2004). La taille de ces particules varie entre 50 nm et 1 µm. Le cœur de ces particules 
développées au cours des années 1990 est constitué d’une matrice de lipides qui est solide à 
température ambiante mais également à la température du corps humain. Cette matrice 
plus ou moins cristallisée est stabilisée par une couche de surfactants. Les lipides utilisés 
sont soit des triglycérides hautement purifiés, soit des mélanges de glycérides ou des cires. 
Ces particules ont une stabilité et une capacité à encapsuler les molécules lipophiles 
supérieures à celles des liposomes. Elles peuvent de plus être synthétisées en l’absence de 
solvant organique. De telles structures présentent cependant un ensemble d’inconvénients, 
principalement l’augmentation de leur taille au cours du temps, une tendance à gélifier, des 
transitions polymorphiques inattendues et une faible capacité d’encapsulation due à la 
structure cristalline de la matrice lipidique. 
 
I-2.2.3.2 Nanoparticules à base de polymères 
Les nanoparticules à base de polymères sont constituées de polymères biocompatibles et 
biodégradables. Les polymères les plus utilisés actuellement pour la formulation de 
nanoparticules sont le poly(acide lactique), le poly(acide glycolique) et le poly(acide lactic-co-
glycolique), respectivement abrégés PLA, PGA et PLGA en anglais (Figure I-6).  
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Figure I-6 : Polymères biodégradables couramment utilisés dans l’application de délivrance de 
médicaments, d’après (Kamaly et al. 2012). PLA : poly(lactic acid) ; PGA : poly(glutamic acid) ; PLGA : 
poly(D,L-lactic-co-glycolide).  
 
 
Différentes catégories de nanoparticules à base de polymères peuvent être obtenues en 
fonction des polymères et de la méthode de préparation utilisés (Figure I-7). 
 
 
 
Figure I-7 : Schéma de différentes nanoparticules à base de polymère, d’après (Eniola-Adefeso, 
Heslinga, et Porter 2012). 
 
 
Nanoparticules de matrice solide 
Les nanoparticules de matrice solide sont basées sur une matrice solide de polymères 
biodégradables comme le PLA, le PGA et leur copolymère PLGA. Un inconvénient de ces 
nanoparticules est que l’environnement acide induit par la dégradation du polymère peut 
endommager les éléments encapsulés, en particulier des protéines (Fu et al. 2000; Estey et 
al. 2006).  
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Dendrimères 
Les dendrimères sont des constructions polymériques synthétiques fortement branchées. 
Leur taille n’excède pas 15 nm. Les dendrimères sont utilisés comme vecteurs de drogues ou 
de marqueurs d’imagerie (Nwe et al. 2011; Theoharis et al. 2009). Malheureusement, leur 
capacité de chargement de drogues est faible (Duncan et Izzo 2005). 
 
Micelles polymériques 
Les micelles polymériques et les polymersomes sont composés de copolymères amphiphiles. 
Les micelles sont des auto-assemblages de polymères amphiphiles en milieu aqueux qui 
regroupent leurs parties hydrophobes et exposent en surface uniquement leurs domaines 
hydrophiles (Zhen Zhang et al. 2012).  
 
Polymersomes 
Les polymersomes ont une structure similaire à celle des liposomes. Par opposition aux 
micelles polymériques qui ne possèdent pas de réservoir aqueux, les polymersomes sont des 
sphères creuses constituées d’un compartiment aqueux en leur cœur entouré par une 
membrane de type bicouche. Cette membrane sépare et protège le cœur aqueux  du milieu 
extérieur.  
Les copolymères à blocs amphiphiles peuvent s’auto-assembler en divers types de structures 
mésoscopiques, de tailles très variables allant d’une centaine de nm à plusieurs dizaine de 
µms, dans des solutions aqueuses (B. M. Discher et al. 1999). Le type de structure formée 
dépend du rapport entre les volumes des blocs hydrophile et hydrophobe. En règle générale, 
un rapport bloc hydrophile/copolymère total (m/m) de ≤ 35% ± 10% conduit à structure de 
type membranaire. Lorsque ce rapport est supérieur à 45%, des micelles sont formées. Les 
copolymeres avec un rapport moins de 25% forment des microstructures inversées (D. E. 
Discher et Ahmed 2006). 
L’intérêt des polymersomes dans le domaine des biomatériaux provient de leur grande 
stabilité et de leurs capacités de stockage (Meng, Engbers, et Feijen 2005; Lee et al. 2001) 
qui résultent de la membrane épaisse qui les entoure. Des composés hydrophiles, 
hydrophobes ou amphiphiles peuvent être encapsulés dans les polymersomes, soit au 
niveau de leur coeur aqueux, soit au niveau de leur bicouche hydrophobe. Une 
caractéristique particulièrement intéressante des polymersomes est leur grande capacité de 
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stockage, qui résulte de la grande taille de la partie hydrophobe de la membrane, qui est 
plus importante que la membrane des phospholipides (Ghoroghchian et al. 2005). Une 
grande majorité des vecteurs à base de copolymères synthétiques contiennent une couche 
dense d’oxyde de polyéthylène (PEO) à leur surface externe, ce qui les rend biocompatibles 
et leur confère un caractère furtif, ou "stealth", qui permet d’augmenter leur temps de vie 
dans la circulation sanguine (Lee et al. 2001). En outre, les propriétés chimiques des 
copolymères peuvent être modulées permettant la fabrication de polymersomes dotés de 
diverses fonctionnalités (Ghoroghchian et al. 2006). De plus, des ligands biologiquement 
actifs, tels que des macromolécules comme des anticorps ou des fragments d’anticorps, ou 
des molécules de petite taille, comme des peptides ou du folate, peuvent être facilement 
conjugués à la surface de polymersomes, leur conférant ainsi des capacités de ciblage ou 
d’induction d’une réponse thérapeutique (Lin et al. 2006; N. A. Christian et al. 2007). De plus, 
le relargage contrôlé de médicaments au niveau du site de ciblage peut être réalisé en 
modifiant les propriétés de polymersomes grâce à différents polymères qui sont sensibles à 
de nombreux types de stimuli externes, tels que le pH, la température, les conditions 
d’oxydo-réduction, la lumière, le champ magnétique, la force ionique ou la concentration de 
glucose (Meng, Zhong, et Feijen 2009). Ces nombreuses propriétés avantageuses expliquent 
pourquoi les polymersomes constituent un type de structure supramoléculaire 
particulièrement attractif dans le contexte de la vectorisation et la délivrance de principes 
actifs.  
Les polymersomes, de même que les autres types de nanovecteurs formés par les liposomes 
ou les micelles de polymères, sont utilisés pour augmenter l’efficacité thérapeutique de 
médicaments et réduire leurs potentiels effets secondaires, grâce à l’encapsulation de ces 
composés et leur libération si possible localement au lieu désiré dans l’organisme. 
Ainsi, deux des composés les plus utilisés en chimiothérapie pour leurs activités 
anticancéreuses, la doxorubicine et le paclitaxel, la doxorubicine jouant le rôle d’agent 
intercalant de l’ADN et le paclitaxel (taxol) agissant comme anti-mitotique en inhibant la 
dépolymérisation des microtubules, ne peuvent être administrés directement dans la 
circulation sanguine en raison des effets secondaires qu’ils produisent, cardiotoxicité pour la 
doxorubicine et inflammation pour le paclitaxel. Pour ces raisons, divers types de 
formulations ont été développés pour éviter les effets secondaires de ces composés 
(Terwogt et al. 1997). Le domaine de la délivrance vectorisée de médicaments est 
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étroitement associé au développement de formulations liposomales constituées de 
liposomes PEGylés encapsulant de la doxorubicine, formant la première préparation de 
nanovecteurs approuvée par la FDA pour le traitement de cancers (Gabizon et al. Clinical 
Pharmacokinetics 2003). De telles formulations liposomales sont commercialisées sous les 
noms de Doxil® (USA) ou Caelyx® (Europe). La délivrance de la doxorubicine dans des 
liposomes a été démontrée prolonger le temps de circulation et modifier la 
pharmacodynamique de la doxorubicine, permettant de diminuer sa toxicité tout en 
conservant son activité anticancéreuse (Waterhouse et al. 2001). La stratégie 
d’encapsulation de médicaments développée pour les liposomes avec la doxorubicine a été 
étendue aux polymersomes (Ahmed et Discher 2004; Choucair, Soo, et Eisenberg 2005; 
Ghoroghchian et al. 2006). Ainsi, Ghoroghchian et al. ont réussi à encapsuler la doxorubicine 
dans le réservoir hydrophile de polymersomes POE-b-PCL et à induire son relargage 
(Ghoroghchian et al. 2006). Levine et ses collègues ont démontré le potentiel thérapeutique 
in vivo des polymersomes POE-b-PCL chargés de doxorubicine (Levine et al. 2008). De même, 
Li et al. ont démontré que l’encapsulation du paclitaxel dans la bicouche hydrophobe de 
polymersomes PEO-b-PBD permettait d’augmenter la solubilité de ce médicament tout en 
conservant ses propriétés cytotoxiques (Li et al. 2007). Des stratégies de multi-thérapie, 
consistant à encapsuler simultanément la doxorubicine et le paclitacel dans les mêmes 
polymersomes, exploitant les deux réservoirs constitués par le cœur aqueux et la bicouche 
hydrophobe, ont prouvé leur efficacité de retarder la croissance tumorale (Gustafson, Merz, 
et Long 2005) (Ahmed, Pakunlu, Brannan, et al. 2006; Ahmed, Pakunlu, Srinivas, et al. 2006). 
Des études ont également montré que les polymersomes pouvaient être utilisés pour 
encapsuler d’autres composés que ces agents thérapeutiques de petite taille, comme des 
protéines ou les acides nucléiques, ouvrant des possibilités vers des approches 
thérapeutiques de type siARN ou ARN interférant (D. A. Christian et al. 2009). 
Les progrès de la chimie des copolymères à bloc permettent d’envisager la synthèse d’une 
très grande variété de polymersomes, de structures et de propriétés diverses. Les 
possibilités d’adapter aux besoins recherchés les méthodes de formulation, les propriétés 
physico-chimiques, les mécanismes de relargage ou les stratégies de ciblage font des 
polymersomes une plate-forme très prometteuse pour la vectorisation et la délivrance 
contrôlées de molécules thérapeutiques. De nombreuses questions fondamentales restent 
cependant à élucider pour pouvoir exploiter au mieux les potentialités des polymersomes, 
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comme des autres systèmes de vectorisation, en thérapie humaine. Ainsi, notre 
compréhension de processus essentiels, comme le transport des nanovecteurs au sein des 
tissus, leur internalisation dans la cellule ou la libération des molécules médicaments au sein 
de la cellule reste encore très limitée, ce qui justifie et nécessite les nombreuses études 
réalisées actuellement, tant in vitro qu’ in vivo, et la mise en œuvre d’approches et de 
technologies complémentaires (Murakami et al. 2011). 
 
I-2.2.3.3 Nanoparticules inorganiques 
Outre les nanoparticules organiques, des nanoparticules inorganiques ont également été 
développées. Les nanoparticules inorganiques sont très diverses, on trouve des 
nanoparticules d’or (Colombo et al. 2012a), d’argent (Rai, Yadav, et Gade 2009), d’oxyde de 
gadolinium (Ahrén et al. 2010), des nanoparticules magnétiques (Cheon et Lee 2008), des 
nanoparticules de silice (Vallet-Regí, Balas, et Arcos 2007) ou des nano-cristaux semi-
conducteurs (ou quantum dots) (Cai et al. 2006). Parmi les nanoparticules inorganiques 
largement utilisées, on peut citer le cas des nanoparticules d’or et magnétiques.  
 
Concernant les nanoparticules d’or (AuNPs), les nombreuses méthodes de synthèse 
développées pour l’élaboration de nanoparticules d’or permettent de produire des 
particules stables et de taille adaptable en fonction de l’application sur une gamme de 2 à 
200 nm. Dans le domaine des applications biologiques, les nanoparticules d’or représentent 
en effet des objets parfaitement adaptés non seulement par leurs propriétés intrinsèques 
(non toxicité, gamme de taille et cœur métallique) mais aussi par leurs énormes capacités de 
fonctionnalisation (et de multifonctionnalisation) en surface par greffage de molécules 
biologiques. Ces propriétés permettent notamment une utilisation des nanoparticules d’or 
fonctionnalisées comme outil de marquage in vitro par microscopie électronique. 
 
Dans le cas des nanoparticules magnétiques, la majorité se base sur l’utilisation de particules 
de maghémite (Fe2O3) ou de magnétite (Fe3O4), de quelques nanomètres de diamètre, qui 
peuvent être encapsulées dans une matrice de silice, de polymère ou de polysaccharide 
(dextran). Ces particules magnétiques sont désignées par le terme SPIO (SuperParamagnetic 
Iron Oxide) lorsque leur taille est comprise entre 50 et 500 nm et USPIO (Ultra small 
SuperParamagnetic Iron Oxide) si leur diamètre est inférieur à 50 nm. Leur surface peut être 
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fonctionnalisée par des molécules ciblantes pour une utilisation, in vitro et in vivo, à visée 
diagnostique (Lu, Salabas, et Schüth 2007). Les nanoparticules magnétiques sont utilisées 
essentiellement comme agents de contraste en Imagerie par Résonnance Magnétique, et 
également pour la libération contrôlée de médicaments par hyperthermie (Duguet et al. 
2006; Sonvico et al. 2005). 
 
 
I-2.3 Stratégies de ciblage 
 
I-2.3.1 Ciblage tumoral passif : effet EPR 
Dans le cas des tumeurs solides, les vaisseaux de la tumeur présentent des ouvertures entre 
les cellules endothéliales qui permettent un approvisionnement important en nutriments et 
permettre ainsi une croissance rapide de la tumeur. Cette structure anormale des vaisseaux 
engendre une fuite importante des composés plasmatiques, comme les macromolécules, les 
nanoparticules ou les particules lipidiques, vers la tumeur. De plus, du fait de la déficience de 
système lymphatique dans les tissus tumoraux, les composés plasmatiques s’accumulent 
dans la tumeur (Maeda 2001). Ce phénomène, décrit il y a une vingtaine d’années et appelé 
effet EPR pour Enhanced Permeability and Retention, est mis à profit pour permettre la 
libération de composés thérapeutiques d’une manière passive au sein des tumeurs solides 
(Figure I-8 A). On l’appelle « le ciblage passif » des tumeurs. Les composés thérapeutiques 
de taille appropriée peuvent traverser les vaisseaux perméabilisés mais aussi s’accumuler 
dans le compartiment où se situe la tumeur. Il est possible, en un à deux jours, d’atteindre 
de fortes concentrations locales en principe actif, 10 à 50 fois supérieures à celles obtenues 
dans les tissus sains (Matsumura et Maeda 1986). 
Le ciblage passif nécessite l’utilisation de composés stables, non agrégés, furtifs et 
présentant un temps de circulation suffisamment long pour conduire à l’accumulation du 
composé dans les tumeurs. Il nécessite aussi que les composés aient une taille appropriée 
qui ne dépasse pas la taille de pores des vaisseaux perméabilisés (entre 380 et 780 nm) 
(Hobbs et al. 1998; Hashizume et al. 2000) et qui ne soit pas trop petite. En effet, l’effet EPR 
est négligeable pour les petites molécules qui peuvent se redistribuer dans la circulation 
sanguine par diffusion et/ou convection et sont éliminées préférentiellement par voie rénale 
(Iyer et al. 2006). Enfin, la taille de la tumeur est un paramètre important. L’effet EPR est 
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plus marqué dans les tumeurs de petite taille, ce qui est probablement lié à une plus grande 
densité des vaisseaux par rapport aux tumeurs de grande taille présentant une région 
avasculaire (Jang et al. 2003). 
Les limitations du ciblage passif ont contribué au développement d’une approche alternative, 
le ciblage actif. 
 
I-2.3.2 Ciblage tumoral actif : les cibles tumorales 
Les nombreux progrès réalisés dans les domaines de la biologie moléculaire et cellulaire et 
de la génomique ont contribué à une meilleure compréhension des mécanismes 
moléculaires de formation des tumeurs, à l’identification de cibles et ont encouragé le 
développement d’approches de ciblage actif des tumeurs (Figure I-8 B).  Le ciblage actif de 
tumeur par des nanovecteurs repose sur deux éléments, la cible et la molécule 
reconnaissant la cible, qui doit être greffée sur le vecteur lui-même. 
Le choix de la cible biologique doit répondre à différents critères : 
- La cible doit être accessible : elle doit être exprimée à la surface des cellules et si 
possible être à proximité de la circulation sanguine. 
- La cible, appelée récepteur ou antigène, doit être spécifique de la zone tumorale ou, 
au moins, être exprimée plus fortement au sein des tumeurs que dans les autres 
tissus. 
- Il doit exister un ligand ayant une grande sélectivité et une forte affinité pour la cible, 
l’idéal étant de disposer d’anticorps en raison de leur spécificité. 
 
 
 
 
 
25 
 
 
 
Figure I-8 : Stratégies de ciblage tumoral, d’après (Lammers, Hennink, et Storm 2008). A) Ciblage 
passif de molécules dans les cellules tumorales, via l’effet EPR ; B) Ciblage actif de molécules par 
vecteur fonctionnalisé, via le ciblage de récepteurs (sur)exprimés sur les cellules tumorales. 
 
 
I-2.3.3 Agents de ciblage 
Les agents de ciblage sont par définition des composés capables de reconnaître des 
molécules spécifiques au niveau des cellules tumorales, comme des récepteurs 
membranaires. Ces récepteurs doivent être présents en quantité importante et 
éventuellement permettre l’internalisation des vecteurs. 
Les agents de ciblage les plus utilisés sont des anticorps et leurs dérivés. 
 
I-2.3.3.1 Anticorps 
Les anticorps sont des glycoprotéines de la superfamille des immunoglobulines. Ils sont 
sécrétés par les lymphocytes B ou leur descendant direct, les plasmocytes, et utilisés par le 
système immunitaire pour détecter et neutraliser les agents pathogènes tels les bactéries et 
les virus de manière spécifique. Les immunoglobulines sont produites dans le plasma ainsi 
que dans les autres liquides biologiques de l’organisme. 
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I-2.3.3.1.1 Structure 
Les anticorps possèdent une structure commune, dite en Y, formée de 4 chaînes 
polypeptidiques : 2 chaînes lourdes (en bleu) et 2 chaînes légères (en jaune). Les chaînes 
lourde et légère sont constituées de la succession de domaines de structure homologue, 
appelés domaines immunoglobulines, au nombre de 4 pour la chaîne lourde et 2 pour la 
chaîne légère. Chaque domaine immunoglobuline contient 110 acides aminés environ. 
(Figure I-9). La chaîne légère est composée d’un domaine constant et d’un domaine variable, 
et la chaîne lourde est composée d’un domaine variable et de trois domaines constants. 
Chaque domaine immunoglobuline contient au moins un pont disulfure. De plus, les chaînes 
sont reliées entre elles par un nombre variable de ponts disulfures. Pour un anticorps donné, 
les deux chaînes lourdes sont identiques, de même pour les deux chaînes légères.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-9 : Structure de base des anticorps et de leurs différents fragments, exemplifié par IgG 
(Peterson, Owens, et Henry 2006). Chaque ovale représente un domaine immunoglobuline. L : 
chaîne légère ; H : chaîne lourde ; C : domaine constant ; V : domaine variable ; IgG : 
immunoglobuline G ; Fc : fragment cristallisable ; Fab : fragment de liaison d’antigène ; F(ab’)2 : 2 
fragment Fab reliés par l’intermédiaire de pont disulfure; scFv : single-chain variable fragment 
(domaine VL relié au domaine VH par un linker peptidique en bleu) ; Ligne rouge : pont disulfure 
inter-chaîne.  
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De plus, différents fragments d’anticorps sont schématisés dans la Figure I-9 :  
Le fragment Fc, ou fragment cristallisable des anticorps, peut interagir soit avec des 
récepteurs appelés FcR situés à la surface de certaines cellules soit avec le complément qui 
désigne une famille de protéines présentes dans le plasma. 
Les fragments Fab (antigen binding fragment) et F(ab’)2 sont des fragment capables de fixer 
l’antigène. 
Le scFv (single-chain variable fragment) contient la partie variable de la chaîne lourde (VH) et 
de la chaîne légère (VL) des immunoglobulines reliées par un linker flexible de 15 à 20 acides 
aminés (Bird et al. 1988). Le scFv est une version réduite d’anticorps qui conserve la 
spécificité de l’anticorps parental. 
 
I-2.3.3.1.2 Différentes classes d’anticorps 
D’un point de vue structural, 5 classes d’anticorps sont distinguées chez la plupart des 
mammifères, selon la nature des domaines constants des chaînes lourdes : les chaînes γ 
(gamma), α (alpha), μ (mu), ε (epsilon) et δ (delta) correspondent respectivement aux 
immunoglobulines IgG, IgA, IgM, IgE et IgD. Au sein d’une même classe d’immunoglobulines, 
il peut exister des sous-classes reflétant des différences structurales plus fines de la chaîne 
lourde. Ainsi, il existe 4 sous-classes d’IgG (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) et 2 sous-classes d’IgA 
(IgA1 et IgA2) (Wang et al. 2007). La structure particulière des sous-classes confère certaines 
propriétés aux anticorps (Tableau I-1). 
 
D’un point de vue fonctionnel, les anticorps peuvent être classés en deux groupes : les 
anticorps monoclonaux et polyclonaux, selon la capacité à reconnaître un seul ou plusieurs 
épitopes d’un même antigène. Généralement, un antigène possède plusieurs épitopes 
distincts qui sont des sites de liaison potentiels des anticorps. Les anticorps monoclonaux 
(mAbs) sont des molécules identiques qui ne reconnaissent qu’un seul type d’épitope sur un 
antigène donné, tandis que les anticorps polyclonaux (pAbs) sont formés d’un mélange 
d’anticorps reconnaissant différents épitopes au niveau d’un même antigène.  
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Tableau I-1 : Propriétés des différentes classes et sous-classes d’anticorps. 
 Ig G Ig A Ig M Ig E Ig D 
Chaîne lourde γ α μ Ε δ 
Sous-classe IgG1-IgG4 IgA1, IgA2    
Poids 
moléculaires 
(KDa) 
150 160 
400 
950 190 185 
Localisation Sang Muqueuses 
sécrétions 
Lymphocyte B 
sang 
Basophiles 
mastocytes 
Lymphocyte 
B 
Proportion 70 - 75 % 15 - 20 % 10 % < 1 % < 1 % 
Rôles Neutralisation 
des toxines, 
bactéries et 
virus 
Agglutination, 
neutralisation 
des bactéries, 
virus 
Agglutination, 
voie classique 
du 
complément 
Allergies, 
neutralisatio
n de 
parasites 
Activation du 
lymphocyte 
B 
 
 
 
I-2.3.3.1.3 Mécanismes effecteurs des anticorps monoclonaux 
Les anticorps monoclonaux (mAbs) ont une structure identique à celle des anticorps naturels. 
Leur originalité réside dans le fait que toutes les molécules d’une préparation sont 
identiques. En conséquence, leur interaction avec l’antigène sera toujours la même. C’est 
cette constance dans la nature et dans leurs effets qui les rend utiles en thérapeutique. 
Le mécanisme d’action des anticorps monoclonaux thérapeutiques est complexe. Il est basé 
sur la spécificité du ciblage d’anticorps et leurs structures. Il y a principalement deux 
mécanismes d’action : les mécanismes effecteurs immunologiques et régulateurs (Figure I-
10).   
 
Mécanismes effecteurs immunologiques 
Les mAbs ne sont pas intrinsèquement cytotoxiques pour une cellule cible. Ils induisent en 
revanche des effets cytotoxiques pour les cellules cibles soit par l’activation du système du 
complément, appelée CDC (Complement-Dependent Cytotoxicity) (Gelderman et al. 2004), 
soit par le recrutement de cellules effectrices secondaires (ex, lymphocytes T, granulocytes, 
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cellules NK (natural killer), etc.), appelé ADCC (Antibody-Dependent-Cell-Mediated 
Cytotoxicity) (Casadevall et Pirofski 2003). Ces interactions se font via l’intermédiaire de 
résidus sucres de la partie Fc de l’anticorps. La partie Fc de l’IgG1 humaine est 
particulièrement efficace dans l’activation de la cascade du complément et des cellules 
effectrices chez l’homme.  
 
Actions biorégulatrices 
Les mAbs peuvent également induire des effets thérapeutiques en intervenant dans certains 
processus physiologiques cellulaires. Ils peuvent bloquer des récepteurs à la surface des 
cellules ou neutraliser des ligands en circulation. De plus, ils peuvent aussi entraîner la 
transduction directe de signaux intracellulaires par cross-linking de récepteurs. Cela peut 
induire l’apoptose immédiate de la cellule.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-10 : Mécanismes effecteurs des mAbs (Ochsenbein 2008). Deux effets principaux peuvent 
être induits par les mAbs : 1) Effets immunologiques : activation de la cascade du complément par 
liaison de C1q aux anticorps ou par le recrutement de cellules effectrices via des récepteurs FcR ; 2) 
Effets biorégulateurs : transduction directe de signaux intracellulaires ou blocage de récepteurs ou 
de ligands. 
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I-2.3.3.1.4 Production des anticorps monoclonaux 
En 1975, George Köhler et César Milstein travaillant au Laboratoire de Biologie Moléculaire 
de Cambridge (UK), ont décrit une technique permettant de produire en grande quantité des 
anticorps de spécificité déterminée in vitro. Cette technique a révolutionné l’immunologie et 
a fourni des outils précieux à la biologie et à la médecine. Depuis 1975, la découverte de 
Köhler et Milstein a largement été utilisée pour générer des mAbs pour de nombreuses 
applications, notamment dans la recherche, le diagnostic médical et la thérapie de diverses 
pathologies. 
 
En 1986, le premier anticorps monoclonal thérapeutique murin est accepté par la FDA (Food 
and Drug Administration). Cet anticorps, le muromonab (Orthoclone OKT3TM), est dirigé 
contre le récepteur CD3 des lymphocytes T et s’est révélé efficace pour limiter les réactions 
inflammatoires à l’origine des rejets lors des transplantations d’organes (Cosimi et al. 1981).  
Néanmoins, le développement d’autres anticorps thérapeutiques murins a depuis cette date 
été limité à cause de la présence d’effets secondaires importants. En effet, une utilisation 
chronique d’anticorps murins chez l’homme peut induire le déclenchement de réponses 
immunitaires avec la production d’anticorps humains anti-souris (Schroff et al. 1985) qui 
diminuent grandement l’efficacité des anticorps thérapeutiques. De plus, le caractère murin 
des anticorps diminue leur demi-vie sérique et leurs fonctions effectrices potentielles à 
cause d’interactions non optimales avec les FcRs humains. 
Afin de pallier ce problème, il a été indispensable de développer d’autres types d’anticorps 
dits humanisés. Les progrès de la technologie génique et de l’ingénierie des protéines ont 
permis de générer successivement des anticorps chimériques, humanisés puis totalement 
humains (Figure I-11), redonnant ainsi un nouvel essor à l’utilisation thérapeutique des 
mAbs (P. J. Carter 2006; Chames et al. 2009).  
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Figure I-11 : Classification des différents anticorps monoclonaux (murin, chimérique, humanisé et 
humain) (Imai et Takaoka 2006). 
 
 
Les anticorps chimères sont composés des parties constantes humaines et des parties 
variables murines. Cette construction permet de diminuer considérablement 
l’immunogénicité chez l’homme et assure une bonne interaction de l’anticorps avec les FcRs 
humains, améliorant ainsi la demi-vie et les fonctions effectrices. Malgré la proportion 
réduite de séquences murines, ces anticorps génèrent encore des réactions immunitaires de 
type HACA (Human Anti-Chimeric Antibodies), responsables d’effets indésirables fréquents 
chez les patients (Hwang et Foote 2005).  
Dans le but de réduire la partie murine des anticorps chimères, les anticorps humanisés ont 
vu le jour dès 1986 (Jones et al. 1986). Ces anticorps sont construits en greffant les régions 
hypervariables (CDR) murines formant le paratope sur un squelette d’anticorps humain. 
Actuellement, les anticorps thérapeutiques humanisés sont la classe d’anticorps la plus 
utilisée et leur tolérance est généralement satisfaisante. 
Récemment, les anticorps entièrement humains ont été générés par plusieurs 
méthodologies telles que l’expression de banques combinatoires de fragments d’anticorps à 
la surface de microorganismes (Hoogenboom 2005) et l’utilisation de souris transgéniques 
(Lonberg 2005). Ces anticorps sont en théorie « transparents » pour le système immunitaire 
des patients et évitent les réactions d’hypersensibilité observées avec les anticorps 
contenant encore des fragments murins (Hwang et Foote 2005). 
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I-2.3.3.1.5 Utilisation des anticorps monoclonaux 
Les mAbs peuvent agir efficacement comme agent thérapeutique grâce à leur capacité à 
reconnaitre une cible, comme une cellule cancéreuse, et à leurs fonctions effectrices. Les 
avancées dans l’ingénierie des anticorps et la meilleure compréhension des mécanismes 
cellulaires donnent de nouvelles possibilités d’utilisations thérapeutiques des mAbs. Parmi 
eux, les anticorps « armés » sont conçus pour une délivrance ciblée des molécules 
anticancéreuses directement sur leur site d’action. Les mAbs dits armés dont des s’agit de 
mAbs conjugués chimiquement à des molécules anticancéreuses (telles que une toxine, un 
médicament ou une enzyme) d’une manière soit directe soit indirecte (Figure I-12).  
 
Les anticorps conjugués directement avec des molécules anticancéreuses sont composés 
d’une ou plusieurs molécules anticancéreuses connectées à un anticorps monoclonal par 
une liaison covalente (Tredan et Reslan 2012). Dans cette approche, les mAbs sont utilisés 
comme agents de ciblage et comme vecteurs de molécules anticancéreuses. Ils véhiculent 
les molécules anticancéreuses aux cellules cibles grâce à leur reconnaissance spécifique des 
récepteurs de surface des cellules, et les libèrent à l’intérieur des cellules, lors qu’ils sont 
internalisés. Au-delà de ce rôle de vecteur de ciblage, les mAbs peuvent permettre le 
blocage de la signalisation en aval du récepteur, ainsi que l’activation d’effecteurs cellulaires 
(ADCC) ou sériques (CDC). Cette approche exige 1) des molécules anticancéreuses puissantes, 
hydrosolubles, stables dans la circulation sanguine et ayant un groupe fonctionnel approprié 
pour la conjugaison et 2) des agents de liaison stables dans la circulation sanguine 
permettant un relargage rapide des molécules anticancéreuses après internalisation du 
complexe dans la cellule cancéreuse. En outre, la position de la liaison de la molécule 
anticancéreuse au mAb et le nombre des molécules liées au mAb sont critiques dans 
l’optimisation de l’anticorps conjugué. La molécule anticancéreuse est souvent liée à un mAb 
au niveau de sa partie constante, de sorte à ne pas interfèrer avec le site de liaison de 
l’antigène. Plusieurs études montrent que 2 à 4 molécules de toxine par anticorps induisent 
un effet thérapeutique optimal (Tredan et Reslan 2012). Un nombre plus élevé de toxines 
par anticorps peut stimuler le système immunitaire, puis provoquer leur élimination avant 
même qu’elles n’atteignent leur cible.  
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Les mAbs peuvent également être conjugués indirectement avec des molécules 
anticancéreuses via leur encapsulation dans différents vecteurs. Dans cette approche, les 
mAbs sont utilisés comme agents de fonctionnalisation pour un ciblage spécifique. Les 
molécules anticancéreuses de natures différentes (hydrophiles, hydrophobes, etc) peuvent 
être encapsulées dans les vecteurs appropriés et donc protégées du milieu sanguin. Le 
vecteur peut aussi être associé à d’autres éléments non actifs, comme des fluorophores 
pour une détection par fluorescence ou des composés magnétiques pour l’IRM et/ou 
l’hyperthermie. Un tel vecteur conjugué à un anticorps est multifonctionnel. Par rapport aux 
anticorps conjugués directement aux molécules anticancéreuses, cette approche présente, 
du moins en principe, l’avantage de protéger les principes actifs du milieu sanguin et 
d’augmenter leur concentration « locale », pour une concentration d’anticorps donnée.  
 
 
 
 
Figure I-12 : Anticorps armés. A) Conjugaison directe avec des molécules actives ; B) Conjugaison 
indirecte avec de molécules actives via un vecteur. 
 
 
En conclusion, les anticorps armés sont des complexes contenant les mAbs conjugués 
directement avec les molécules anticancéreuses ou indirectement via un vecteur. Outre la 
fonction effectrice des mAbs, ces complexes sont dotés de plus de puissance et d’efficacité 
grâce aux molécules attachées.   
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I-2.3.3.2 Les fragments d’anticorps scFv 
Les scFv (voir la partie I-2.3.3.1.1) suscitent un intérêt particulier par rapport à l’anticorps 
conventionnel, essentiellement parce que leur petite taille, de l’ordre de 25 kDa par rapport 
à 150 kDa pour une IgG, leur permet d’avoir une immunogénicité plus faible et une meilleure 
pénétration dans les tissus tumoraux (Beckman, Weiner, et Davis 2007; Ottiger et al. 2009; 
Wittel et al. 2005; Kirschning et al. 2010). En raison de ces avantages, les scFv sont 
largement utilisés comme outil diagnostique et agent thérapeutique (Hagemeyer et al. 2009). 
Ces applications nécessitent de grandes quantités de scFvs solubles et actifs. 
La production de scFv peut être effectuée dans une grande variété de cellules eucaryotes, y 
compris les lignées cellulaires mammifères (Ho, Nagata, et Pastan 2006), les cellules 
d’insectes (Choo et al. 2002), les plantes (Shimada et al. 1999) et les levures (Fischer et al. 
1999). Ces systèmes sont la plupart du temps assez efficaces. Malheureusement, la 
manipulation de cellules eucaryotes demande beaucoup de précautions et les temps de 
division sont longs. De plus les milieux de culture sont très onéreux, ce qui limite les 
productions à l’échelle industrielle. En revanche, l’expression bactérienne, surtout 
l’expression chez Escherichia coli (E. coli) reste la méthode de choix pour l’expression des 
protéines. Cette position dominante d’E.coli découle essentiellement de ses propriétés de 
croissance rapide, de sa génétique très étudiée, de la facilité de la manipulation génétique, 
de la durée relativement courte entre la transformation et la purification de protéines, de la 
production élevée de protéines et de son faible coût de production. 
Par rapport à un organisme eucaryote, E.coli est moins évolué et présente donc plusieurs 
inconvénients : pas ou peu de modifications post-traductionnelles, défauts de repliement et 
formation d’agrégats de protéines insolubles (Baneyx et Mujacic 2004). La taille importante 
des anticorps et leur besoin impératif de glycosylation pour certaines de leurs propriétés 
effectrices font qu’E. coli ne peut être utilisée pour produire des anticorps entiers 
correctement repliés et fonctionnels. Les systèmes bactériens sont toutefois adaptés pour 
l’expression de scFv qui a une structure plus simple et qui n’est pas glycosylé. 
Cependant, la grande majorité de scFv produits dans les systèmes bactériens sont souvent 
agrégés sous forme de corps d’inclusion (Humphreys et Glover 2001; Andersen et Reilly 
2004). C’est-à-dire que les protéines ne sont pas produites dans leur état natif, mais 
s’agrègent dans un état le plus souvent biologiquement inactif, que l’on appelle corps 
d’inclusion. L’agrégation des protéines inactives est due à leur repliement partiel ou 
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incorrect. Ce phénomène d’agrégation est le principal obstacle à la production de scFv en 
système d’expression bactérien. Pour le contourner, une méthode appelée « renaturation 
des protéines in vitro » est fréquemment utilisée (Middelberg 2002; Zhao et al. 2005; 
Razeghifard 2004). En bref, les dénaturants forts (comme l’urée ou la guanidine) sont utilisés 
pour solubiliser les corps d’inclusion, puis une étape d’élimination du dénaturant est 
effectuée qui favorise la renaturation de la protéine. Les inconvénients de cette méthode 
sont souvent les caractères empiriques et aléatoires, les faibles taux de renaturation 
obtenus, les difficultés d’optimisation des conditions expérimentales spécifiques de chaque 
protéine et la précipitation éventuelle de la protéine renaturée. Pour ces raisons, il est 
préférable d’intervenir en amont, sur le gène codant pour la protéine, afin de minimiser le 
problème de corps d’inclusion in vivo (Baneyx et Mujacic 2004). La construction d’une 
protéine de fusion est une approche utilisée le plus souvent pour faciliter le repliement des 
protéines d’intérêt. Il est fréquemment observé qu’une protéine fusionnée à une protéine 
d’intérêt par son extrémité amino-terminale a une influence positive sur le repliement de 
cette dernière (Betton et Chaffotte 2005). Je développerai cette approche dans mon travail 
de thèse avec l’expression de protéines de fusion Anx5-scFv (partie III-1). 
 
 
I-2.4 Méthodes de couplage de molécules d’intérêt 
 
Différentes méthodes de couplage, utilisées pour coupler une molécule biologique d’intérêt 
à une autre molécule ou à une particule, sont groupées en deux grandes catégories : 
couplages covalents et couplages d’affinité.  
 
I-2.4.1 Couplages chimiques covalents 
Les méthodes de couplage covalent utilisées en chimie biologique sont basées sur des 
réactions entre groupes rencontrés fréquemment au sein des molécules biologiques, 
principalement les amines primaires, les thiols ou encore les carboxylates. En chimie des 
protéines, qui est le domaine concerné par mon travail de thèse, deux réactions très 
couramment utilisées sont : 1) la réaction entre un carboxylate activé et une amine primaire 
qui donne une liaison amide, et 2) la réaction entre un thiol et un maléimide pour réaliser 
une liaison thioéther (Figure I-13). 
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Figure I-13 : Deux réactions couramment utilisées pour réaliser un couplage chimique covalent. A) 
Réaction entre un carboxylate et une amine. Le carboxylate est d’abord activé par EDC/NHS pour 
réagir avec l’amine; B) Réaction entre un maléimide et un thiol. 1 et 2 représentent deux molécules 
d’intérêt à coupler. 
 
 
Lorsqu’un des groupes nécessaires pour le couplage n’est pas présent sur les molécules 
d’intérêt, il peut y être introduit grâce à des linkers hétéro-bifonctionnels c’est-à-dire des 
composés possédant deux groupes chimiques différents séparés par un bras espaceur. En 
chimie des protéines, les amines primaires sont le site favori de liaison de tels linkers hétéro-
bifonctionnels. Les groupes amines primaires, présentées par les résidus lysines et le résidu 
N-terminal lorsqu’il n’est pas protégé, peuvent en effet être aisément transformées soit en 
un groupe thiol soit en un groupe maléimide, comme présenté en Figure I-14. La longueur 
du bras espaceur peut être choisie en fonction de l’utilisation (Tableau I-2). L’espaceur est 
en général un polymère de type poly-ethylèneglycol (PEG) de taille variable.  
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Figure I-14 : Modification d’amines primaires de manière à exposer d’autres groupes réactionnels. 
L’amine primaire peut être transformée soit en thiol en réagissant avec le 2-Iminothiolane (réactif de 
Traut), soit en maléimide en réagissant avec NHS-X-maléimide (NHS, N-Hydroxy Succinimide). La 
longueur du bras espaceur peut être adaptée (voir Tableau I-3). 
 
 
 
Tableau I-2 : Linkers hétéro-bifonctionnels NHS-X-Maléimide. SMCC : succinimidyl 4-[N-
maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate ; SMPB : succinimidyl 4-[p-maleimidophenyl]butyrate ; 
SM(PEG)n : : succinimidyl-[(N-maleimidopropionamido)-(ethyleneglycol)n] ester. 
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I-4.2.2 Couplages d’affinité 
Des interactions non covalentes, cependant de très haute affinité, peuvent aussi être 
choisies pour associer des molécules d’intérêt. C’est le cas notamment des interactions entre 
streptavidine et biotine (C. Yang et al. 2008) ou entre protéine A et anticorps (Colombo et al. 
2012b) (Figure I-15). L’association de ces agents d’affinité (biotine, streptavidine ou protéine 
A) aux molécules d’intérêt peut être réalisée par couplage chimique. 
 
 
 
Figure I-15 : Couplages d’affinité. A) Réaction biotine/streptavidine ; B) Réaction protéine 
A/anticorps. 1 et 2 représentent les molécules d’intérêt. 
 
 
 
I-2.5 Cancer du sein  
 
I-2.5.1 Introduction générale du cancer du sein 
Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers féminins, représentant plus d’un tiers des 
cancers chez la femme dans les pays occidentaux, et un cinquième des décès par cause de 
cancer. Le taux de cancers du sein survenus par an dans le monde a presque doublé entre 
1980 et 2005, passant de 56,8 à 101,5 pour 100 000 femmes, notamment dans les pays 
occidentaux. 
Le cancer du sein est une maladie multifactorielle. Plusieurs facteurs de risque sont connus : 
1) L’âge (l’incidence est en augmentation après 30 ans) ; 2) Facteurs familiaux : il est 
maintenant couramment admis qu’un antécédent de cancer du sein dans une famille 
augmente le risque de chaque apparenté de développer un cancer du sein au cours de sa vie. 
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Récemment ont été identifiés deux gènes liés aux cancers du sein familiaux : BRCA1 (pour 
BReast CAncer 1) localisé sur le chromosome 17 (pour les familles où l’on observe des 
cancers du sein et des cancers de l’ovaire) et BRCA2 sur le chromosome 13 (pour les familles 
où l’on observe des cancers du sein dans les deux sexes) ; 3) Facteurs hormonaux : il est 
actuellement bien établi que l’âge des premières règles, de la ménopause, et l’âge à la 
première grossesse ont une influence sur l’apparition d’un cancer du sein ; 4) Autres 
facteurs : les antécédents d’hyperplasie atypique mammaire, l’exposition à des radiations 
ionisantes chez l’enfant ou l’adolescent, l’obésité et les facteurs alimentaires (une 
alimentation riche en graisses, la consommation quotidienne d’alcool).  
Le cancer du sein peut être diagnostiqué et classé morphologiquement à partir de l’analyse 
de certains critères : type histologique, taille de la tumeur, éventuel envahissement 
ganglionnaire, analyse de l’état de surexpression de marqueurs moléculaires, dont des 
récepteurs d’hormone et le récepteur HER2. Ces paramètres permettent ensuite de mettre 
en œuvre le traitement le mieux adapté pour la patiente (Subramaniam et Isaacs 2005). 
Selon l’état de la maladie, différents types de traitement peuvent être utilisés pour traiter un 
cancer du sein : outre les quatre armes classiques représentées par la chirurgie, la 
radiothérapie, la chimiothérapie cytotoxique et l’hormonothérapie, les thérapies ciblées 
sont aussi disponibles aujourd’hui grâce aux progrès de la recherche notamment dans la 
compréhension des mécanismes de fonctionnement de la cellule cancéreuse. Les thérapies 
ciblées sont des médicaments dirigés contre des cibles moléculaires. Ces cibles peuvent être 
des récepteurs, des gènes ou des protéines qui jouent un rôle dans la transformation des 
cellules normales en cancer et dans le développement des cellules cancéreuses. Ces 
médicaments peuvent être administrés seuls, en association avec une chimiothérapie ou des 
rayons. 
Parmi les différents types du cancer du sein, 20 à 30% ont la particularité de présenter à la 
surface des cellules cancéreuses une quantité très importante de récepteurs HER2 (p185HER2, 
ou ErbB2). On dit de ces cancers qu’ils sont HER2 positifs. Le récepteur HER2 fait partie de la 
famille ErbB, qui est une glycoprotéine transmembranaire constituée de 1255 acides aminés, 
de masse moléculaire 185 kDa. Cette protéine est codée par un proto-oncogène appelé HER-
2/c-erb-B-2/neu qui a été identifié au niveau du chromosome 17q21. Dans le cancer du sein 
HER2 positif, le proto-oncogène est amplifié et HER2 est surexprimé.  
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I-2.5.2 Les récepteurs de la famille ErbB   
Les récepteurs ErbB appartiennent à la grande famille de récepteurs à activité tyrosine 
kinase intrinsèque (RTK). Les RTK sont également appelés récepteurs des facteurs de croissance. Ils 
ont été découverts dans les années 1980 par Hunter et Sefton (Hunter et Sefton 1980). Les RTK sont 
une famille de 58 récepteurs comportant des caractéristiques structurales et fonctionnelles similaires 
(Schlessinger 2000; Blume-Jensen et Hunter 2001). Les RTK sont des glycoprotéines 
transmembranaires présentant une organisation commune : un domaine extracellulaire très variable 
capable de fixer le ligand, un unique segment transmembranaire permettant l’ancrage dans la 
membrane cellulaire et un domaine intracellulaire (cytoplasmique) qui renferme l’activité tyrosine 
kinase. Selon leur organisation structurale, ces récepteurs se regroupent en vingt familles. Parmi ces 
différentes familles, nous nous sommes intéressés à la famille des récepteurs aux facteurs de 
croissance de l’épiderme (EGFR) qui sont détaillés dans la partie suivante. 
Les RTK sont présents à la surface cellulaire sous forme d’une seule chaîne polypeptidique en 
absence de ligand. L’interaction du ligand avec le domaine extracellulaire conduit à une 
dimérisation non covalente des RTK qui induit l’activité tyrosine kinase intrinsèque du 
domaine intracellulaire. Elle permet le transfert du phosphate γ de l’ATP vers l’hydroxyle de 
tyrosines des protéines cibles et/ou du récepteur lui-même, c’est ce qu’on appelle 
l’autophosphorylation (Hunter 1998). La phosphorylation génère des sites de fixation pour 
les protéines de la voie de signalisation contenant des domaines de reconnaissance de 
phosphotyrosine (Hubbard 2002), ce qui permet de déclencher la transduction du signal en 
cascade au sein de la cellule.  
Les RTK sont d’importants régulateurs de la communication intercellulaire, ils jouent en effet 
un rôle important dans le contrôle de nombreux processus biologiques, tels que le cycle 
cellulaire, la migration cellulaire, le métabolisme, la croissance, la prolifération et la 
différenciation cellulaire (Ullrich et Schlessinger 1990; Zwick, Bange, et Ullrich 2002). 
 
Comme les autres récepteurs RTK, les récepteurs de la famille ErbB sont exprimés dans une 
grande variété de tissus (Srinivasan et al. 1998). Cette classe est composée de 4 membres 
chez les mammifères : ErbB1/HER1 ou récepteur du facteur de croissance de l’épiderme 
(EGFR), premier RTK à avoir été purifié et cloné (Carpenter, King, et Cohen 1978) ; 
ErbB2/HER2 (ou p185HER2) également appelé Neu chez le rat, ErbB3/HER3 (Kraus et al. 1989) 
et ErbB4/HER4 (Plowman et al. 1993).  
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I-2.5.2.1 Structure des récepteurs ErbB 
Ces récepteurs sont composés de trois parties (Figure I-16) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-16 : Structure schématique des récepteurs ErbB. Les récepteurs ErbB sont composés d’une 
seule hélice transmembranaire, reliant le domaine extracellulaire au domaine intracellulaire. Les sous 
domaines II et IV (en vert) représentent les régions riches en cystéine et les sous domaines I et III (en 
orange) forment le site de liaison pour le ligand. D’après (Burgess et al. 2003). 
 
 
- Un domaine extracellulaire d’environ 620 acides aminés (aa) contenant le site de liaison du 
ligand. Ce domaine comprend quatre sous domaines (Warren et Landgraf 2006) : les sous 
domaines I (L1) et III (L2) qui sont impliqués dans la fixation des ligands et les sous domaines 
II (S1) et IV (S2) qui sont riches en cystéines (Abe et al. 1998) et sont impliqués dans la 
dimérisation induite par la fixation de ligand. 
- Un domaine intracellulaire (ou cytoplasmique) de 532 aa contenant un domaine juxta-
membranaire suivi par un domaine catalytique tyrosine kinase et terminé par une longue 
queue carboxy-terminale (C-terminale). Le domaine juxtamembranaire est une région 
régulatrice importante. Il contient des sites phosphorylés par des protéines à activité 
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tyrosine kinase permettant d’atténuer ou de moduler la signalisation par les récepteurs ErbB 
et des résidus basiques qui peuvent influencer la dimérisation des récepteurs ErbB (Aifa et al. 
2006). La queue C-terminale contient d’une part cinq sites d’autophosphorylation, d’autre 
part au moins trois motifs d’internalisation, et également des sites pour la 
transphosphorylation, l’activation protéolytique et la dégradation (Fernandes, Cohen, et 
Bishayee 2001). 
- Un domaine transmembranaire hydrophobe d’environ 23 aa qui connecte les deux autres 
domaines. 
 
I-2.5.2.2 Activation, dégradation et recyclage des récepteurs ErbB 
Comme la plupart des RTK, la fixation d’un ligand au niveau de la partie extracellulaire des 
récepteurs ErbB induit la formation d’homo- ou d’hétéro-dimères, puis l’activation du 
domaine TK (Olayioye et al. 2000). Les récepteurs de la famille ErbB ont 2 conformations, à 
savoir la conformation ouverte, en présence de ligand, et la conformation fermée ou auto-
inhibée, en absence de ligand. La conformation ouverte est plus favorable à la dimérisation 
des récepteurs via les sous domaines II et IV. L’homo-/hétéro- dimérisation des récepteurs 
ErbB conduit à la phosphorylation de leurs domaines intracellulaires et des intermédiaires 
initiant le réseau de signalisation intracellulaire (Normanno et al. 2006). On connaît 
actuellement une douzaine de ligands se fixant sur les 4 récepteurs de la famille ErbB, 
offrant un grand nombre de combinaisons possibles, procurant ainsi une grande diversité 
des voies de signalisation (Gullick 2001). 
Le récepteur ErbB2 est exceptionnel dans la famille ErbB en raison de son absence de 
conformation auto-inhibée et de son absence d’affinité pour un ligand. Il est en 
conformation ouverte de manière constitutive  alors que les autres récepteurs sont en 
conformation fermée en absence de ligand. ErbB2 se trouve donc dans une conformation 
favorable à la dimérisation (Citri, Skaria, et Yarden 2003; Marmor, Skaria, et Yarden 2004). 
L’absence d’affinité de ErbB2 pour un ligand peut-être expliquée par sa structure ouverte qui 
ne requiert pas la fixation de ligand pour relâcher la conformation auto-inhibée (ou fermée). 
Dans cette configuration, ErbB2 est capable d’interagir avec les autres partenaires d’où son 
rôle de co-récepteur avec chaque autre récepteur en absence de liaison directe avec le 
ligand. La présence excessive d’ErbB2 peut donc favoriser la formation d’hétérodimères 
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ErbBX/ErbB2 (X=1, 3, 4) et ainsi servir d’amplificateur du signal (Karunagaran et al. 1996; 
Klapper et al. 1999). 
Les récepteurs ErbB sont recyclés à la surface cellulaire sous forme d’hétérodimères alors 
qu’ils sont dégradés dans les lysosomes s’ils sont sous forme homodimérique. Il a été montré 
que les hétérodimères accéléraient la dissociation du complexe ligand-récepteur 
(Karunagaran et al. 1996) favorisant le recyclage des récepteurs à la surface cellulaire 
comme le montre la Figure I-17. Cela permet aussi d’augmenter la durée et l’intensité du 
signal (Lenferink et al. 1998). Les homodimères de ErbB1 portant EGF sont dégradés dans les 
lysosomes alors que les hétérodimères sont regénérés à partir de l’endosome. Dans les deux 
voies d’endocytose (sous formes homo- et hétérodimérique) de EGF/ErbB1 il y a une 
dégradation intracellulaire du ligand, soit parce que les hétérodimères relâchent EGF quand 
le pH diminue, donc au niveau des endosomes, soit parce que le complexe ligand-récepteurs 
est dégradé dans le cas des homodimères au niveau des lysosomes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-17 : Modèles de dégradation et de recyclage des récepteurs ErbB, d’après (Lenferink et al. 
1998). Les homodimères de ErbB1 formés sous l’action de l’EGF sont rapidement endocytés et 
dégradés avec le ligand au niveau lysosomal terminant ainsi la signalisation. La présence 
d’hétérodimères provoquera la dissociation rapide du complexe ligand-récepteur au moment de 
l’endocytose. Le ligand ira vers une voie de dégradation tandis que le récepteur sera recyclé à la 
surface de la cellule, prêt à être de nouveau activé. 
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I-2.5.2.3 Rôles physiologiques et implications des récepteurs ErbB dans les cancers  
Les récepteurs de la famille ErbB sont des médiateurs majeurs non seulement de la 
croissance et du développement normal, mais aussi de l’initiation et de la progression des 
maladies malignes. Les récepteurs ErbB sont impliqués dans différents processus biologiques 
tels que la prolifération, la différenciation cellulaire, le contrôle du métabolisme cellulaire, la 
migration et la survie cellulaire. Des altérations des récepteurs ErbB telles que des mutations 
oncogéniques, des surexpressions ou des dérégulations de la signalisation entraînent de 
nombreuses pathologies humaines comme le cancer du sein, du poumon,… (Alroy et Yarden 
1997) en particulier dues à l’implication de ErbB1 et ErbB2. Ces récepteurs suscitent donc un 
grand intérêt en tant que cibles dans les thérapies anticancéreuses (Blume-Jensen et Hunter 
2001; Schlessinger 2000). 
 
I-2.5.3 Thérapie anti-HER2 
Le cancer du sein est caractérisé par la surexpression des récepteurs HER2. Deux stratégies 
thérapeutiques se sont révélées prometteuses pour cibler ces récepteurs : des mAbs et des 
inhibiteurs de l’activité kinase. Ici nous nous intéressons à la thérapie à base de mAbs. 
Le récepteur HER2 représente une cible thérapeutique importante pour plusieurs raisons : 1) 
le niveau d’expression de HER2 est fortement corrélé avec la pathogenèse et le pronostic du 
cancer du sein; 2) le niveau d’expression de HER2 dans les cellules du cancer du sein avec 
l’amplification du gène est beaucoup plus élevé que celui dans les tissus normaux, ce qui 
pourrait réduire la toxicité des médicaments dirigés contre HER2 ; 3) HER2 est présent dans 
une proportion très élevée de cellules tumorales, et les tumeurs présentant une expression 
élevée de HER2 montrent souvent une coloration immunohistochimique uniforme et intense, 
ce qui suggère que la thérapie anti-HER2 viserait la plupart des cellules cancéreuses chez une 
patiente donnée; 4) La surexpression de HER2 se trouve à la fois dans la tumeur primaire et 
dans les sites métastatiques, indiquant que la thérapie anti-HER2 peut être efficace dans 
tous les sites de la maladie. 
Le premier anticorps anti-HER2, muMab 4D5 d’origine murine, lie spécialement le domaine 
extracellulaire (CR2) de HER2 et inhibe la croissance des cellules du cancer du sein 
surexprimant HER2 in vitro ainsi que dans les modèles animaux (Fendly et al. 1990; Lewis et 
al. 1993a). L’utilisation de cet anticorps murin pour la thérapie humaine produisait 
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rapidement une réponse immunitaire chez l’humain. Afin de pallier à ce problème, une 
version humanisée de cet anticorps, rhuMab HER2 (trastuzumab, commercialisé sous le nom 
d’Herceptine®), a été développée (P. Carter et al. 1992) dont l’immunogénicité est réduite. 
De plus, la tolérance de cet anticorps est améliorée pour une utilisation thérapeutique chez 
l’humain. L’Herceptin® a été approuvé par FDA (Food and Drug Administration) en 1998 
comme la première thérapie ciblée pour le traitement du cancer du sein. L’Herceptine® a été 
le premier anticorps à être utilisé en clinique, en particulier dans le traitement du cancer du 
sein métastasique (Cobleigh et al. 1999). Les études cliniques montrent que l’Herceptine® 
seul induit des réponses antitumorales (Baselga 2000), et l’utilisation de celui-ci en 
combinaison à la chimiothérapie (comme le paclitaxel ou le doxorubicin) est plus efficace 
(Tokunaga et al. 2006; Slamon et al. 2001).  
En général, l’Herceptine®, en bloquant le domaine extracellulaire du récepteur HER2, peut 
fortement inhiber la croissance, la prolifération et la survie des cellules cancéreuses. 
Plusieurs mécanismes d’action ont été proposés : 1) l’Herceptine® déclencherait 
l’internalisation et la dégradation de HER2 en promouvant l’activité de la tyrosine kinase - 
ubiquitine ligase c-Cbl (Klapper et al. 2000) ; 2) l’Herceptine® interfèrerait avec l’interaction 
récepteur-ligand, inhibant ainsi la phosphorylation du récepteur HER2 et donc les 
signalisations en aval (Cho et al. 2003) ; 3) l’Herceptine® a par ailleurs une action de 
stimulation du système immunitaire en attirant les cellules immunitaires aux sites où HER2 
est surexprimé via le mécanisme CDC ou ADCC afin de l’aider à détruire les cellules 
cancéreuses. 
 
 
I-3 Présentation et Objectifs de mon travail de thèse 
 
I-3.1 Présentation de mon travail de thèse 
Au sein du projet NANOTHER, l’équipe du Pr. Alain Brisson (CBMN, Bordeaux) dans laquelle 
mon travail a été réalisé était associée à celle du Pr. Sébastien Lecommandoux (LCPO, 
Bordeaux). Notre équipe avait pour responsabilité la fonctionnalisation de nanoparticules 
fournies par les autres équipes partenaires du projet avec des anticorps, ainsi que la 
caractérisation des nanoparticules fonctionnalisées. Au démarrage du projet NANOTHER, un 
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nombre très important de nanoparticules (une vingtaine) était envisagé et la cible, c’est à 
dire le type de cancer à traiter, n’avait pas été définie.  
Mon travail de thèse a essentiellement porté sur les nanoparticules polymériques de PTMC-
b-PGA, appelées polymersomes, qui sont produites par les Drs. Hugo de Oliveira et Julie 
Thévenot dans l’équipe du Pr. Sébastien Lecommandoux (LCPO, Bordeaux, France). Pour ce 
qui concerne le choix de la cible, il a été décidé en Octobre 2010 de se focaliser sur le cancer 
du sein et le cancer du colon, soit au bout d’une année de mon travail de thèse. Nous avons 
obtenu les premiers lots de l’anticorps Herceptine® en Février 2011. 
En conséquence, pendant la première moitié de ma thèse, mon travail a été focalisé sur le 
développement d’outils moléculaires, principalement les protéines de fusion Anx5-scFv, et 
de méthodes, principalement le couplage covalent des protéines de fusion Anx5-ZZ aux 
polymersomes, à partir de systèmes modèles. La seconde partie de ma thèse a été 
consacrée spécifiquement au développement de polymersomes fonctionnalisés avec des 
anticorps Herceptine® dirigés contre le récepteur HER2  pour le ciblage de cellules de cancer 
du sein.  
 
La Figure I-18 présente le schéma général du développement de polymersomes PTMC-b-
PGA fonctionnalisés par des agents de ciblage pour cibler des cellules du cancer du sein.    
Mon travail de thèse a comporté trois parties principales : 
1- Production de protéines de fusion entre l’Anx5 et des scFvs ; 
2- Fonctionnalisation de polymersomes PTMC-b-PGA par des anticorps Herceptine® via 
l’Anx5-ZZ ; 
3- Caractérisation des propriétés de ciblage de polymersomes PTMC-b-PGA 
fonctionnalisés par des anticorps Herceptine® au niveau de cellules cancéreuses 
exposant le récepteur HER2. 
 
Ces trois parties seront traitées respectivement dans les parties Résultats III-1, III-2 et III-3.  
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Figure I-18 : Développement de polymersomes PTMC-b-PGA fonctionnalisés par des agents 
de ciblage pour cibler des cellules du cancer du sein. 
 
 
Je vais présenter ci-dessous les différents « acteurs » et méthodes de couplage utilisés 
pendant ma thèse, à savoir : 
1- Les polymersomes PTMC-b-PGA  
2- La protéine de fusion Anx5-ZZ 
3- Les protéines de fusion Anx5-scFv 
4- Les méthodes de couplage adaptées aux polymersomes PTMC-b-PGA 
5- Les cellules de cancer du sein 
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I-3.1.1 Polymersome PTMC-b-PGA 
Le polymersome PTMC-b-PGA est constitué de copolymères diblocs amphiphiles, le bloc 
hydrophobe étant le poly(trimethylene carbonate) (PTMC) et le bloc hydrophile étant le 
poly(L-glutamic acid) (PGA). Les copolymères PTMC-b-PGA ont une grande biocompatibilité 
et sont  biodégradables par l’organisme (Sanson, Schatz, Le Meins, Brûlet, et al. 2010) 
(Figure I-19) .  
La synthèse du polymersome est réalisée par un processus appelé nanoprécipitation dans 
lequel les copolymères amphiphiles sont dissous de manière homogène dans une phase 
organique miscible à l’eau et ensuite mélangés avec un solvant aqueux sous agitation, ce qui 
déclenche la précipitation des copolymères. Les copolymères s’auto-assemblent sous forme 
d’une bicouche polymérique dans laquelle les parties hydrophobes PTMC s’associent pour 
créer la partie hydrophobe de la membrane. La partie hydrophile PGA est exposée à 
l’intérieur ou à l’extérieur du polymersome. Cette bicouche forme une structure close 
emprisonnant un compartiment aqueux à l’intérieur. La taille et la dispersité des 
polymersomes formés dépendent des conditions expérimentales utilisées, telle la 
concentration en polymères, la nature de la phase organique, la vitesse d’agitation, la 
température, l’ordre d’injection (solvant organique vers solvant aqueux ou l’inverse) et la 
durée d’injection (Meng et al. 2003). Ainsi, en modifiant ces paramètres, des polymères de 
tailles différentes peuvent être obtenus selon le besoin. La taille de polymersomes utilisés 
comme nanovecteurs dans notre étude, est d’environ 50 à 130 nm. 
 
 
Figure I-19 : A) Copolymère PTMC-b-PGA et B) Polymersome fait de l’auto-assemblage de 
copolymères de PTMC-b-PGA. 
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Grâce à leur membrane rigide et épaisse, les polymersomes PTMC-b-PGA restent stables au 
moins 3 mois après la production. Leur stabilité a aussi été confirmée par leur forte 
résistance à la solubilisation par les surfactants non ioniques ainsi que par leur perméation 
quasi-nulle à l’eau. 
La membrane épaisse des polymersomes PTMC-b-PGA leur confère une grande cavité 
hydrophobe qui peut être utilisée pour insérer des molécules hydrophobes. De même, le 
compartiment aqueux peut être utilisé pour encapsuler des molécules hydrophiles. 
Récemment, la doxorubicine, un médicament anticancéreux, a été incorporé avec succès 
dans les polymersomes PTMC-b-PGA avec un taux de chargement élevé (Sanson, Schatz, Le 
Meins, Soum, et al. 2010). Ces polymersomes chargés sont stables et présentent un profil de 
relargage dépendant du pH et de la température : le relargage peut être accéléré en 
diminuant le pH ou en augmentant la température. De plus, d’autres agents, comme des 
particules magnétiques, peuvent être encapsulés avec les médicaments dans les 
polymersomes (Sanson et al. 2011). Le polymersome devient ainsi non seulement 
thérapeutique mais aussi magnétique, donc un outil théranostique. La présence des 
particules magnétiques permet de suivre et de localiser les polymersomes in vivo par IRM, 
ou de les guider à l’aide d’un aimant permanent externe. En outre, le relargage de drogues 
peut être amélioré sous l’application d’un champ magnétique oscillant produisant une 
hyperthermie locale. 
La fonctionnalisation des polymersomes chargés est nécessaire pour leur conférer des 
propriétés de ciblage des sites d’intérêt. Comme expliqué dans le paragraphe précédent, la 
surface du polymersome PTMC-b-PGA est constituée de chaînes PGA sur lesquelles sont 
présents des fonctions carboxylates le long de la chaîne ainsi qu’une fonction amine primaire 
en bout de chaque chaîne. Ces groupes réactifs permettent d’envisager différentes 
approches de modification de surface (voir la partie I-5 de l’introduction).  
 
En conclusion, le polymersome PTMC-b-PGA possède un grand nombre d’avantages tels 
que la biocompatibilité, la biodégradabilité, la faible cytotoxicité, la capacité de charge 
élevée, la stabilité, la libération de médicaments qui peut être accéléré dans des 
environnements acides (ex, endosomes ou tumeurs solides) et la disponibilité de groupes 
chimiques pour la fonctionnalisation. Ces caractéristiques font du polymersome PTMC-b-
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PGA un bon candidat pour les applications en délivrance de médicaments. C’est pour 
l’ensemble de ces propriétés que les polymersomes PTMC-b-PGA ont été sélectionnés 
comme nanovecteurs pour le projet NANOTHER et ont constitué un des principaux acteurs 
de mon travail de thèse. 
 
I-3.1.2 La protéine de fusion Annexine A5-ZZ 
Dans le cadre du projet NANOTHER, plusieurs stratégies de fonctionnalisation de 
nanoparticules avec des anticorps avaient été proposées. L’une d’entre elles consistait à 
coupler directement les anticorps aux nanoparticules, de manière covalente, après avoir 
modifié les anticorps de manière à exposer les groupes réactionnels adéquats. Cette 
approche, dans laquelle l’orientation des anticorps n’est pas contrôlée, mais qui a déjà été 
utilisée avec succès, sera appliquée pendant la dernière partie de mon travail de thèse 
(partite III-3). Pendant ma thèse, j’ai principalement étudié et appliqué aux polymersomes 
PTMC-b-PGA une autre approche de fonctionnalisation qui est basée sur l’utilisation d’une 
protéine de fusion appelée Annexine A5-ZZ (Anx5-ZZ). Cette stratégie de fonctionnalisation 
comprend deux étapes, les polymersomes sont d’abord couplés de manière covalente à la 
protéine de fusion Anx5-ZZ, puis les anticorps sont associés par affinité au domaine ZZ, ou 
tag ZZ, de l’Anx5-ZZ. Dans cette approche, l’Anx5-ZZ joue par conséquent le rôle de chaînon 
intermédiaire entre le polymersome et l’anticorps d’intérêt.  
La protéine de fusion Anx5-ZZ a été développée dans notre équipe il y a quelques années, 
dans l’objectif de constituer une plate-forme pour l’immobilisation d’anticorps de manière 
orientée et à densité contrôlée sur support solide. Un ensemble d’études a démontré le 
comportement quasi-idéal de la plate-forme Anx5-ZZ pour le couplage d’anticorps, par une 
réaction de type « lego moléculaire», dans le cas de surfaces planes pré-fonctionnalisées par 
une bicouche lipidique (Brisson 2005; Bérat et al. 2007a; Garnier 2009; Wolny et al. 2010).  
Dans mon projet de thèse, l’objectif était d’étendre l’utilisation des protéines de fusion 
Anx5-ZZ au cas de supports non lipidiques, à savoir les polymersomes PTMC-b-PGA. Cette 
stratégie a été envisagée parce qu’elle présentait les avantages suivants : la fusion de l’Anx5 
en position N-terminal par rapport au ZZ favorise l’expression du domaine ZZ (données non 
publiées), les protéines Anx5-ZZ peuvent être produites et purifiées en grande quantité 
(BREVET A. Brisson 2005), des mutants de l’Anx5-ZZ présentant un seul groupe thiol ou 
sulfhydryle (-SH) accessible et positionné de sorte que le domaine ZZ ait une orientation 
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optimale ont également été produits au laboratoire, et enfin cette approche est en principe 
d’application générale, la forte affinité entre le tag ZZ et les anticorps (REF) assurant un 
couplage simple des anticorps par une réaction de type « lego moléculaire ». 
Je vais décrire ci-dessous les deux éléments composant la protéine de fusion Anx5-ZZ, c’est à 
dire l’Anx5 et le tag ZZ, puis je décrirai les propriétés de l’Anx5-ZZ. 
 
I-3.1.2.1 Tag ZZ 
Le tag ZZ est une protéine artificielle, constituée de la duplication du domaine Z, qui est lui-
même dérivé de la protéine A. La protéine A, protéine de 42 KDa produite par plusieurs 
souches des bactéries Staphylococcus aureus (Graille et al. 2000), consiste en deux parties 
structuralement et fonctionnellement différentes (Uhlén et al. 1984) : une partie 
extracellulaire contenant cinq domaines homologues, A à E, de 58 acides-aminés chacun, 
suivie par une partie C-terminale qui permet l’attachement de la protéine à la paroi 
bactérienne (Figure I-20). Les cinq domaines A à E partagent 65 à 90% d’identité de 
séquences et présentent une structure homologue faite de 3 hélices α. Ils possèdent 
également 2 sites non recouvrant leur permettant d’interagir soit avec le fragment Fc soit 
avec le fragment Fab des anticorps (Starovasnik et al. 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-20 : Organisation de la protéine A et du tag ZZ. La protéine A est constituée de 5 domaines 
homologues de 58 aa liant les anticorps et d’un domaine membranaire (X) pour l’association à la 
paroi bactérienne.  
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La protéine A est capable de se fixer à la plupart des anticorps par liaison d’affinité, en 
particulier aux IgG (Goding 1978). Son affinité dépend de l’espèce et du type d’anticorps 
(Tableau I-3).  
 
Du fait de son affinité pour les anticorps, la protéine A est largement utilisée en 
immunologie, en biochimie et en biotechnologie. La purification de la protéine A naturelle 
de Staphylococcus aureus étant compliquée et coûteuse, beaucoup de dérivés artificiels de 
la protéine A qui sont facilement exprimés chez E.coli et qui ont une activité similaire à celle 
de la protéine A, ont été construits. Un exemple est le domaine Z, qui est un analogue du 
domaine B de la protéine A (Nilsson et al. 1987). Le domaine Z possède 58 aa organisés en 
trois hélices α (Jendeberg et al. 1996). La seule différence entre la protéine Z et le domaine B 
de la protéine A est le remplacement d’une glycine en position 27 par une alanine, ce qui 
confère au domaine Z la propriété de ne réagir qu’avec le Fc de l’anticorps (Starovasnik et al. 
1999). Les mesures d’affinité ont montré que la protéine Z liait le Fc de l’IgG1 de manière 
équivalente à la protéine A (Ljungberg et al. 1993). Pour renforcer l’affinité envers les 
anticorps, une protéine formée de deux domaines Z, appelée ZZ, a été construite. Son 
affinité pour le Fc de l’anticorps est 20 fois supérieure à celle d’un seul domaine Z (Eliasson 
1990). Un ensemble d’applications biotechnologiques basées sur l’utilisation de la protéine 
ZZ a déjà été développé (Shimojo et al. 2012; Iijima et al. 2011). 
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Species  Subclass Protein A binding 
Humain IgA variable 
 IgD - 
 IgE  
 IgG1 ++++ 
 IgG2 ++++ 
 IgG3 - 
 IgG4 ++++ 
 IgM variable 
Chicken IgY - 
Avian egg yolk IgY - 
Cow  ++ 
Dog  ++ 
Goat  - 
Guinea pig IgG1 ++++ 
 IgG2 ++++ 
Hamster  + 
Horse  ++ 
Koala  - 
Llama  - 
Monkey (rhesus)  ++++ 
Mouse IgG1 + 
 IgG2a ++++ 
 IgG2b +++ 
 IgG3 ++ 
 IgM1 variable 
Pig  +++ 
Rabbit no distinction ++++ 
Rat IgG1 - 
 IgG2a - 
 IgG2b - 
 IgG3 + 
Sheep  +/- 
 
Tableau I-3 : Affinité de la protéine A pour différents anticorps. D’après «Antibody Purification 
Handkbook (Amersham Pharmacia Biotech)». 
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I-3.1.2.2 Annexine A5 (Anx5) 
L’Anx5, protéine soluble d’environ 35 kDa, est un membre de la superfamille des annexines 
(Gerke et Moss 2002). Les annexines ont en commun la propriété de se fixer réversiblement 
à des membranes anioniques, avec une très haute affinité, en présence d’ions calcium 
(Gerke, Creutz, et Moss 2005). Comme le montre la Figure I-21, l’Anx5 est constituée de 
quatre domaines de structure homologue formés chacun de cinq hélices α (Huber, Römisch, 
et Paques 1990). Cette protéine présente la forme d’un pavé légèrement incurvé de 5 x 3 x 3 
nm3, avec deux faces : une face convexe et une face concave. L’Anx5 interagit avec les 
membranes anioniques par sa face convexe, qui possède quatre sites de liaison au calcium. 
Les deux extrémités (N-ter et C-ter) sont situées sur la face concave de la protéine.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-21 : Structure et dimension de l’Anx5. A) Vue de dessus, observée du côté concave, faisant 
apparaitre les quatre domaines homologues, numérotés de I à IV (Huber, Römisch, et Paques 1990) ; 
B) Vue de côté montrant la forme incurvée de l’Anx5, face convexe vers le bas et face concave vers le 
haut. Sphère rouge : site de liaison des ions calcium. 
 
 
I-3.1.2.3 La plate-forme Anx5-ZZ 
La protéine de fusion Anx5-ZZ a été synthétisée par génie génétique dans notre laboratoire 
dans le but de servir de plate-forme de liaison d’anticorps au niveau de surfaces 
membranaires. Le fait que la protéine ZZ soit exposée au niveau de la face concave de l’Anx5, 
à distance de la face convexe qui est impliquée dans la liaison aux membranes lipidiques, 
constitue un point clef de cette construction. L’immobilisation orientée et contrôlée 
d’anticorps a été vérifiée à la fois au niveau de bicouches lipidiques planes et au niveau de 
liposomes (Berat 2007; Wolny et al. 2010) (Figure I-22 A).  
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Dans ma thèse, les nanoparticules utilisées sont de nature polymérique et non de nature 
lipidique. La stratégie envisagée pour coupler l’Anx5-ZZ aux polymersomes n’est donc pas 
basée sur la propriété intrinsèque de l’Anx5 de se lier aux membranes lipidiques mais est 
basée sur l’établissement d’une liaison covalente entre un groupe sulfhydryle introduit sur la 
face convexe de l’Anx5 et un groupe réactif à la surface des polymersomes, par exemple des 
groupes maléimides (Figure I-22 B).   
Un mutant de l’Anx5 présentant une seule cystéine localisée sur la face convexe de l’Anx5 en 
une position très accessible a été créé par mutagenèse dirigée (Bérat et al. 2007b). La fusion 
de ce mutant, appelé Anx5 A260C avec le domaine ZZ, résultant en l’Anx5SH-ZZ, a été 
construite par la suite. La stratégie développée pendant ma thèse pour fonctionnaliser des 
polymersomes avec des anticorps a consisté à coupler l’Anx5SH-ZZ par interaction covalente 
avec des polymersomes modifiées, présentant des groupes maléimides réactifs des 
sulfhydryles, puis à lier les anticorps par liaison d’affinité avec le domaine ZZ (Figure I-22 B).  
 
 
 
Figure I-22 : Schéma de complexes Anx5SH-ZZ-anticorps lié à une bicouche lipidique chargée 
négativement (A, (Garnier 2009)) ou à la surface des nanoparticules exposant les groupes 
maléimide (B). 
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L’Anx5-ZZ est donc utilisée comme plate-forme bi-fonctionnelle pour l’association 
d’anticorps à la surface de nanoparticules d’une manière orientée.  
 
 
I-3.1.3 Protéine de fusion Anx5-scFv 
Une stratégie alternative de fonctionnalisation des polymersomes a été développée qui 
repose sur la synthèse de protéines de fusion Anx5SH-scFv. L’Anx5-scFv est une version 
simplifiée du complexe Anx5-ZZ-Anticorps. Cette construction présente les avantages 
potentiels suivants : 1) l’Anx5 est facilement exprimée sous forme stable, soluble et active, 
ce qui peut faciliter le repliement correct et améliorer la stabilité du scFv ; 2) la purification 
de l’Anx5 par chromatographie d’échange anionique est très efficace et bien maîtrisée au 
sein du laboratoire, ce qui pourrait faciliter la purification du scFv ; 3) l’utilisation de mutant 
cystéine de l’Anx5 permet le couplage covalent à des nanoparticules. Par conséquent, cette 
construction vise à faciliter le repliement correct de scFv au cours de l’expression, à 
améliorer sa stabilité et à faciliter sa purification. 
Deux types de scFv ont été choisis comme systèmes modèles dans le cadre de cette thèse : 
TEG4 et 13R4. Le TEG4 est un scFv qui reconnait l’intégrine αIIbβ3 (Jacobin et al. 2002). Le 
13R4 est un mutant du scFv 13, scFv humain dirigé contre la β-galactosidase. Ce scFv a été 
sélectionné car il est exprimé sous forme soluble et active dans le cytoplasme d’E.coli 
(Martineau, Jones, et Winter 1998).  
 
I-3.1.4 Méthodes de couplage adaptées aux polymersomes PTMC-b-PGA 
Afin de conférer aux polymersomes PTMC-b-PGA une spécificité qui leur permette 
d’atteindre leur cible, à savoir les cellules de cancer du sein HER2 positif, la stratégie utilisée 
a consisté à coupler des agents de ciblage à la surface des polymersomes.    
Je rappelle la répartition des groupes chimiques à la surface de polymersomes PTMC-b-PGA 
(Figure I-19). La partie hydrophile du copolymère (PGA) a plusieurs groupes carboxylates le 
long de la chaîne et une amine au bout de la chaîne. Les polymersomes PTMC-b-PGA ont 
donc deux groupes chimiques à la surface : -COO- (carboxylate) et -NH2 (amine primaire). 
Les agents de ciblage envisagés sont d’une part des protéines de fusion Anx5-ZZ et Anx5-scFv 
et d’autre part des anticorps. Ainsi qu’il a été exposé plus haut, les protéines de fusion ont 
été construites de sorte à ce qu’elles présentent un groupe SH accessible, pour leur couplage 
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ultérieur aux polymersomes. En conséquence, comme les polymersomes ne contiennent pas 
de groupes réactifs des sulfhydryles, la surface des polymersomes doit d’abord être modifiée. 
La stratégie utilisée a consisté à transformer l’amine primaire à la surface des polymersomes 
en maléimide par le linker hétéro-bifonctionnel NHS-X-maléimide. Les polymersomes 
exposant les maléimides à leur surface peuvent ensuite être couplés avec les agents de 
ciblage présentant des sufhydryles. Comme le montre la Figure I-23, plusieurs méthodes de 
couplage sont envisageables. La méthode sur laquelle j’ai principalement travaillé consiste à 
lier l’anticorps indirectement aux polymersomes via l’Anx5SH-ZZ. L’Anx5SH-ZZ est d’abord 
couplée covalemment aux polymersomes exposant les maléimides à leur surface (Figure I-23, 
1a), puis l’anticorps est lié au complexe polymersome-Anx5-ZZ par liaison d’affinité (Figure I-
23, 1b). Une seconde méthode, utilisée pour les études de ciblage cellulaire, consiste à 
coupler l’anticorps modifié par une réaction de thiolation et présentant un ou des groupes 
thiols aux polymersomes exposant les maléimides à leur surface (Figure I-23, 2).   
 
 
 
Figure I-23 : Deux méthodes disponibles pour coupler l’anticorps aux polymersomes. 1) Interaction 
covalente entre polymersome-maléimide et Anx5SH-ZZ (a) et liaison d’affinité entre polymersome-
Anx5-ZZ et Fc de l’anticorps (b) ; 2) Liaison covalente entre polymersome-maléimide et anticorps-
thiol. 
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I-3.1.5 Cellules de cancer du sein 
Les lignés cellulaires du cancer du sein ont été largement utilisées pour étudier la 
pathobiologie du cancer du sein, et pour caractériser de nouveaux médicaments (Lacroix et 
Leclercq 2004; Vargo-Gogola et Rosen 2007). Une cinquantaine de lignées cellulaires du 
cancer du sein sont disponibles dans le domaine public et couramment utilisées (Kao et al. 
2009). S’appuyant sur l’état d’expression connu de HER2, on peut choisir les lignés cellulaires 
particulières selon le besoin de la recherche. Le niveau d’expression de HER2 est hétérogène 
parmi les lignés cellulaires du cancer du sein, certaines cellules en contenant de plus grandes 
quantités (Lewis et al. 1993b).  
Trois lignés cellulaires ont été choisies dans le cadre de cette thèse, la lignée BT-474 qui 
présente un fort taux d’expression de HER2, et les lignées ZR-75 et MDA-MB-231 qui 
présentent un faible niveau d’expression de HER2 et ont été utilisées comme contrôles 
négatifs.   
 
 
I-3.2 Objectifs de mon travail de thèse 
Les principaux objectifs de ma thèse ont été les suivants : 
1- Produire des protéines de fusion entre l’Anx5 et des scFvs ; 
2- Optimiser la modification des polymersomes PTMC-b-PGA avec des groupes 
maléimides en vie de leur couplage à des protéines dotées de groupes sulfhydryles ; 
3- Fonctionnaliser les polymersomes PTMC-b-PGA par l’Anx5-ZZ et par l’Herceptine® ; 
4- Caractériser les étapes de la fonctionnalisation des polymersomes 
5- Caractériser les propriétés de ciblage des polymersomes PTMC-b-PGA fonctionnalisés 
par des anticorps Herceptine® au niveau de cellules cancéreuses exposant le 
récepteur HER2. 
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II Matériels et Méthodes 
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II-1 Biologie moléculaire 
 
II-1.1 Matériels 
II-1.1.1 Souches bactériennes 
Les différentes souches d’E.coli utilisées dans ce travail sont listées dans le Tableau II-1. 
 
Tableau II-1 : Souches d’E.coli utilisées dans ce travail. 
Souche Génotype Origine 
XL1-blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1 lac [F  ´proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 
Novagen 
BL21(DE3)pLysS F– ompT hsdSB(rB
– mB
–) gal dcm (DE3) pLysS 
(Camr) 
Novagen 
Origami2(DE3)pLysS Δ(ara–leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR 
araD139 ahpC galE galK rpsL F’[lac+ lacIq pro] 
(DE3) gor522::Tn10 trxB pLysS (Camr, Strr, 
Tetr) 
Don du laboratoire 
UMR5297 - Biophysique de 
L’adhésion et du 
Cytosquelette 
PM12 BL21(DE3)pLysS avec une mutation lacZ::Tn5 Don du Dr. P. Martineau, 
IRCM INSERM U896  
 
 
Parmi elles, je vais détailler les trois souches d’expression : BL21(DE3)pLysS, 
Origami2(DE3)pLysS et PM12. 
BL21(DE3)pLysS est un dérivé de la souche E. coli B (Studier et al. 1990). Elle est déficiente en 
protéases lon et ompT qui sont susceptibles de dégrader les protéines exprimées. Elle porte 
le lysogène DE3, une copie chromosomique du gène de la T7 ARN polymérase contrôlée par 
le promoteur lacUV5. Ainsi, les protéines d’intérêt peuvent être exprimées en utilisant des 
plasmides contenant des gènes sous contrôle du promoteur T7 (ex : plasmide pET). 
L’expression de protéines peut être contrôlée grâce aux mécanismes d’inhibition et 
d’induction (Figure II-1). Le génome bactérien et le plasmide d’expression ont un gène lacI 
qui permet d’exprimer constitutivement la protéine lacI. Cette protéine inhibe l’expression 
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de l’enzyme T7 ARN polymérase et des protéines d’intérêt en se liant spécifiquement à 
l’ADN au niveau de l’opérateur. La liaison de l’IPTG (Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside) 
à la protéine lacI empêche la liaison de celle-ci à l’opérateur et induit ainsi la transcription du 
gène en aval. L’addition d’IPTG permet aussi l’expression de la T7 ARN polymérase qui à son 
tour induit l’expression des protéines d’intérêt à partir du plasmide d’expression via le 
promoteur T7. De plus, cette souche contient un autre mécanisme d’inhibition : le plasmide 
pLysS, qui exprime constitutivement le T7 lysozyme qui est un inhibiteur naturel de la T7 
ARN polymérase. En effet, la présence de cet inhibiteur prévient toute expression basale en 
absence d’IPTG. Lors de l’induction par l’IPTG, l’inhibition est levée par la forte action du 
promoteur T7. Ceci permet un contrôle serré de l’expression basale des gènes d’intérêt, ce 
qui est nécessaire lorsque la protéine recombinante à exprimer affecte la croissance et la 
viabilité de bactéries. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-1 : Système d’expression de la souche BL21(DE3)pLysS. En verre : induction ; En rouge : 
inhibition. pol : polymérase ; pro : promoteur ; lacO : lac opérateur. 
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Origami2(DE3)pLysS est une souche dérivée de la souche E.coli K-12. Cette souche a le 
même système d’expression que la souche BL21(DE3)pLysS. La seule différence est la 
déficience pour deux réductases dans son cytoplasme (Figure II-2, Tableau II-2) : la 
thiorédoxine réductase (trxB) et la glutathion réductase (gor). Ceci modifie les propriétés du 
cytoplasme qui est normalement un milieu réducteur et qui devient alors un milieu oxydant, 
ce qui permet d’améliorer la formation de ponts disulfures. Cette souche est donc 
recommandée pour l’expression de protéines qui nécessitent la formation de ponts 
disulfures pour obtenir un repliement correct. 
 
 
 
Figure II-2 : Les voies thiorédoxine et glutathion/glutarédoxine, d’après (Rietsch et Beckwith 1998). 
(A) Cytoplasme réducteur. La voie thiorédoxine : la thiorédoxine réductase utilise l’électron fourni 
par le NADPH pour réduire la thiorédoxine qui réduit à son tour les ponts disulfures dans les 
protéines cibles. La voie glutathion/glutarédoxine : la glutathion réductase utilise l’électron en 
provenance du NADPH pour réduire le glutathion. Ce dernier peut réduire directement les ponts 
disulfures des protéines cibles ou indirectement par les glutarédoxines ; (B) Cytoplasme oxydant. 
Lorsque les gènes trxB et gor sont mutés, la thiorédoxine, le glutathion et les glutarédoxines sont 
accumulés sous forme oxydante, ce qui favorise la formation de ponts disulfures des protéines cibles. 
Les flèches indiquent le flux d’électrons le long des voies réductrices. NADPH : Nicotinamide adénine 
dinucléotide phosphate. Les enzymes et leur gène (en italique) sont présentés dans le Tableau II-2.  
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Tableau II-2 : Composants des voies thiorédoxine et glutathion/glutarédoxine (Rietsch et Beckwith 
1998). 
Produit  Gène Fonction 
Thiorédoxine trxA Réducteur 
Thiorédoxine 2 trxC Réducteur 
Thiorédoxine réductase trxB Réduction de thiorédoxines 
Glutarédoxine 1 grxA Réducteur 
Glutarédoxine 2 grxB Réducteur 
Glutarédoxine 3 grxC Réducteur 
Glutathion gshA,  gshB Réducteur / Réduction de glutarédoxines 
Glutathione réductase Gor Réduction de glutathion 
 
 
PM12 est une souche  dérivée de la souche BL21(DE3)pLysS avec une mutation lacZ::Tn5 où 
le gène Tn5 est inséré dans le gène lacZ codant pour la β-galactosidase (Martineau, Jones, et 
Winter 1998). Cette souche est donc déficiente en β-galactosidase. Elle est appropriée pour 
l’expression du scFv 13R4 qui est dirigé contre la β-galactosidase. 
 
II-1.1.2 Plasmides 
Les plasmides pET11b et pEZZ18 sont disponibles au laboratoire. Le plasmide pAB1 a été 
fourni par le Pr. Pierre Martineau (Martineau et Betton 1999). 
 
II-1.1.3  Oligonucléotides 
Les oligonucléotides utilisés dans ce travail sont listés dans le Tableau II-3. Ils ont été 
synthétisés par la société Eurogentec. Les oligonucléotides sont repris en eau MilliQ à une 
concentration finale de 100 µM. 
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Tableau II-3 : Oligonucléotides utilisés dans ce travail. Site NheI : en bleu ; Site BamHI : en orange. 
Utilisation Nom Séquence (5’- > 3’) 
  
Hybridation 
du linker 
polyN 
polyN_S 
 
polyN_AS 
CTAGCGGATCCAGCAGCAATAATAACAACAATAACAACAATAACAACAATAATAATG 
 
GCCTAGGTCGTCGTTATTATTGTTGTTATTGTTGTTATTGTTGTTATTATTACGATC  
 
 
 
Clonage de 
13R4 
13R4_NheI_5’ 
 
13R4_BamHI_3’ 
GAGGCTAGCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGC 
 
GGCGTGTAGTGGTAGTGGTAATTACCTAGGAGTGAC 
 
 
  
Contrôle 
positif de PCR 
(pour pEZZ18) 
ZZ_NheI_5’ 
 
ZZ_BamHI_3’ 
TGTGCTAGCGTCATGATGACTTTACAAATACATACAGGGG 
 
GCAGGATCCCTATACCGAGCTCGAATTCGCGTCTAC 
 
 
II-1.1.4  Milieux de culture 
Les milieux de culture sont préparés à partir d’eau déionisée produite par un système RiOs5 
de Millipore (Molsheim, FRANCE). La composition des différents milieux liquides utilisés dans 
ce travail pour la culture d’E.coli est listée dans le Tableau II-4. Les milieux sont stérilisés par 
autoclave (121 °C, 20 minutes) le plus vite possible après leur préparation. Avant d’être 
utilisés, les milieux sont supplémentés avec un ou plusieurs antibiotiques en fonction des 
besoins (Tableau II-5).  
Le milieu solide est préparé à partir du milieu liquide auquel est ajouté 2% (w/v) d’agar avant 
stérilisation. Il est étalé à chaud dans des boites de Pétri puis se solidifie en refroidissant. 
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Tableau II-4 : Composition des différents milieux liquides 
Milieu LB M9 GYT 
Composition 
Tryptone            10 g/L 
Yeast extract       5 g/L 
NaCl                      5 g/L 
 
 
 
 
Na2HPO4          48 mM        
KH2PO4                22 mM 
NaCl                 9 mM 
NH4Cl             19 mM 
MgSO4             2 mM 
CaCl2             0,1 mM 
Glycérol        0,4% (v/v) 
Tryptone               2,5 g/L 
Yeast extract      1,25 g/L 
Glycérol               10% (v/v) 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau II-5 : Concentration des antibiotiques 
Antibiotique Concentration finale (µg/ml) Cas d’utilisation 
Ampicilline (Ampr) 
 
100 Souche contenant pET11b 
Chloramphénicol (Camr) 
 
20 Souche contenant pLysS 
Tétracycline (Tetr)  15 Souche Origami2(DE3)pLysS 
 
 
II-1.1.5  Produits utilisés 
Les produits suivants proviennent de chez Sigma-Aldrich : chlorure de sodium (NaCl) ; 
chlorure de calcium (CaCl2) ; phosphate de sodium monobasique (NaH2PO4) ; phosphate de 
potassium monobasique (KH2PO4) ; chlorure d’ammonium (NH4Cl) ; sulfate de magnésium 
(MgSO4) ; glycérol ; antibiotiques (ampicilline, chloramphenicol, tetracycline) ; agarose ; 
borate ; TRIZMA base (Tris) ; acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) ; Bleu de 
bromphénol. 
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Les autres produits utilisés et leur origine sont les suivants : Taq DNA polymerase 
(Invitrogen) ; enzymes de restriction (BamHI, NheI, EcoRI) (Roche) ; désoxyribonucléotides 
(Roche) ; ligase T4 DNA (Fermentas) ; SYBR®Safe (Invitrogen) ; agar (Fluka Analytical) ; 
tryptone (Fluka Analytical) ; yeast extract (Conda) ; Marqueur (1kb, λ) (Invitrogen). 
 
II-1.1.6  Tampons 
L’eau a été purifiée avec un système RiOs (Millipore, St Quentin en Yveline, France).  
Tampon d’hybridation : NaCl 50 mM, HEPES 10 mM 
Tampon de charge d’échantillon pour gel d’agarose (SB 6X) : 0,25 % (w/v) bleu de 
bromophénol, 30 % glycérol, 50 mM Tris. 
Marqueur λ (120 µl) : 88 µl Tris : EDTA 10 : 0,1 pH 7,5 ; 12 µl Lambda 10X; 20 µl SB6X 
Marqueur 1 Kb (120 µl) : 88 µl Tris : EDTA 10 : 0,1 pH 7,5 ; 12 µl 1Kb 10X; 20 µl SB6X 
Tampon TBE (5X, 1L) : 54 g Tris ; 27,5 g borate ; 20 ml EDTA 0,5 M pH8 
 
II-1.2 Méthodes et protocoles 
 
II-1.2.1 Réaction de polymérisation en chaine (PCR) 
La PCR permet d’amplifier in vitro une séquence d’ADN et d’en obtenir une grande quantité 
à partir d’une faible quantité. L’amplification de la matrice d’ADN se fait à l’aide 
d’oligonucléotides spécifiques utilisés comme amorces, d’une ADN polymérase ADN-
dépendante et d’éléments de synthèse (dNTP, un mélange des quatre 
désoxyribonucléotides). La réaction de PCR est effectuée dans un thermocycleur (VWR). 
 
Protocole pour l’amplification du fragment 5’-NheI-13R4-BamHI-3’ : 
L’échantillon et les contrôles sont préparés en parallèle selon le Tableau II-6.  
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Tableau II-6 : Composition des mélanges pour l’amplification du fragment 5’-NheI-13R4-BamHI-3’. 
 Echantillon Contrôle négatif Contrôle positif 
Matrice d’ADN 100 ng de pAB1-13R4   10 ng de pEZZ18 
Amorces                 500 nM de 13R4_NheI_5’ 
500 nM de 13R4_BamHI_3’ 
500 nM de ZZ_NheI_3’ 
500 nM de ZZ_BamHI_5’ 
dNTP 200 µM de chaque 
ADN polymerase 1 unité 
Tampon Taq avec Mg2+ 1X 
Eau qsp 50 µl 
 
 
La réaction de PCR est ensuite effectuée dans un thermocycleur en utilisant un programme 
de cycles dont les paramètres sont listés dans le Tableau II-7.  
 
 
Tableau II-7 : Cycles de réaction. 
Etape Température/Temps 
Préchauffage 94°C, 5 minutes 
Dénaturation initiale 94°C, 2 minutes 
30 cycles 
Dénaturation 94°C, 30 secondes 
Hybridation 50°C, 1 minute 
Elongation 72°C, 1 minute 
Elongation finale 72°C, 7 minutes 
 
 
Le produit de PCR est purifié avant utilisation grâce à un kit « NucleoSpin® Extract II » 
(MACHEREY-NAGEL). Les fragments d’ADN purifiés sont repris dans 20 µl d’eau nuclease-free. 
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II-1.2.2 Hybridation de 5’-NheI-polyN-BamHI-3’ 
Les oligonucléotides polyN_S et polyN_AS sont mélangés à une concentration finale de 120 
ng/µl selon un rapport molaire 1 : 1 dans du tampon d’hybridation. La réaction d’hybridation 
est réalisée en trois étapes : 1) 90 °C, 4 minutes ; 2) 70 °C, 10 minutes ; 3) refroidissement de 
70 °C à température ambiante. 
 
II-1.2.3 Digestion de fragments d’ADN ou de plasmides 
Les réactions de digestion sont réalisées avec différentes enzymes de restriction: NheI, 
BamHI, EcoRI. La composition des mélanges de la réaction couramment utilisée est listée 
dans le Tableau II-8. 
 
 
Tableau II-8 : Mélange de digestion. 
Composition Quantité 
ADN 0,2 à 1 µg 
Tampon de restriction 1X 
Enzyme de restriction 0,2 à 1 unité 
Eau qsp 20 µl 
 
 
Le mélange est ensuite incubé à la température optimale de l’enzyme pendant une à deux heures. 
Dans le cas de double digestion, le tampon de restriction et la température de réaction doivent être 
compatibles pour les deux enzymes.  
 
 
II-1.2.4 Electrophorèse de fragments d’ADN sur gel d’agarose 
L’électrophorèse sur gel d’agarose est une méthode utilisée de façon standard pour 
caractériser les fragments d’ADN ou les ADN plasmidiques de 200 à 500,000 paires de bases. 
L’agarose (Figure II-3), ajouté au tampon TBE, puis dissous à chaud forme un gel en se 
refroidissant. En effet, l’agarose gélifie par l’intermédiaire d’interactions non covalentes 
telles que les liaisons hydrogènes et les interactions électrostatiques. Plus la concentration 
est élevée, plus le gel est discriminant. Les échantillons sont déposés dans des puits formés à 
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l’aide d’un peigne. Les échantillons d’ADN sont chargés dans le gel d’agarose avec du 
tampon de charge qui augmente la densité de l’échantillon et le rend coloré, pour permettre 
la visualisation du chargement et suivre le front de migration. Après application d’un champ 
électrique, les molécules d’ADN chargées négativement migrent vers la cathode (+). Le 
dépôt d’échantillon est donc fait du côté anode (-). La vitesse de migration dépend de la 
concentration en agarose, du voltage appliqué, de la longueur et de la conformation de 
l’ADN.  
 
 
 
 
 
Figure II-3 : Structure de l’agarose. L’agarose est un polysaccharide linéaire composé d’unités 
répétées d’agarobiose, di-saccharide composé d’unités alternantes de galactose et de 3,6-
anhydrogalactose. 
 
 
Pour visualiser l’ADN, la méthode la plus classique est d’utiliser un agent intercalant 
fluorescent (Figure II-4). Ces molécules sont généralement polycycliques, aromatiques et 
planes. Elles peuvent s’intercaler dans l’espace compris entre les paires de bases de l’ADN. 
Lorsqu’elles sont intercalées dans l’ADN double brin et illuminées à leur longueur d’onde 
d’excitation, elles émettent de la fluorescence. On peut alors observer directement la 
lumière produite ou enregistrer une image. Le bromure d’éthidium est un agent intercalant 
couramment utilisé comme marqueur d’acide nucléique. Cependant c’est un produit 
dangereux, car il possède un effet mutagène important et peut passer à travers la barrière 
de la peau. Il a été remplacé dans cette étude par un autre agent intercalant qui ne passe 
pas la barrière de la peau : le SYBR®Safe. Ce composé a deux longueurs d’ondes d’excitation 
(280 et 502 nm) et une longueur d’onde d’émission (530 nm). 
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Figure II-4 : Agent intercalant. 
 
 
Le protocole de préparation du gel d’agarose 0,8 % (w/v) est le suivant :  
1) 0,16 g d’agarose est pesé et ajouté à 20 ml de tampon TBE, puis dissous dans un four 
à micro-ondes (60% de puissance, 1-2 minutes). 
2) la solution est refroidie jusqu’à environ 40 °C, puis 1 µl de SYBR®Safe DNA gel stain y 
est ajouté.  
3) le montage avec les peignes est alors effectué. Le gel est coulé, puis laissé refroidir à 
température ambiante à l’abri de la lumière. 
 
Pour la migration, le peigne est retiré puis le gel est démoulé et baigné dans la cuve de 
migration (Dutscher) dans du tampon TBE.  Les échantillons et le marqueur de taille sont 
alors déposés dans les puits en présence de tampon de charge. La migration est effectuée à 
100 mV pendant 20 minutes, jusqu’à ce que le front de migration arrive environ au 2/3 du 
gel.  
Le gel est ensuite révélé par le système « Gene flash » (Syngene bio imaging) avec un 
longueur d’onde d’excitation de 280 nm. 
Après la révélation, l’ADN d’intérêt peut être récupéré et extrait du gel en utilisant un kit 
« NucleoSpin® Extract II » (MACHEREY-NAGEL). L’ADN purifié est repris dans 20 µl d’eau 
nuclease-free. 
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II-1.2.5 Ligature de fragments d’ADN 
Pour la ligature, le plasmide receveur (10 à 200 ng) et l’insert sont incubés avec un rapport 
molaire plasmide/insert de 1/3 ou 1/50 (pour l’insertion du linker polyN). Une unité 
d’enzyme T4 DNA Ligase est utilisée afin d’effectuer la réaction. Le tampon de ligature fourni 
avec la ligase est dilué comme indiqué par le fournisseur. Le mélange est incubé 16 heures à 
4 °C, puis sert à transformer des bactéries compétentes (voir II-1.2.6). 
 
II-1.2.6 Transformation de bactéries compétentes 
II-1.2.6.1 Préparation de bactéries chimio-compétentes 
Avant d’être utilisées pour la transformation, les bactéries doivent être rendues 
compétentes. Pour cela, une colonie de bactéries d’intérêt est mise en préculture dans 3 ml 
de LB, incubée toute la nuit à 37 °C sous agitation. Le lendemain, 1,25 ml de la préculture est 
ensemencé dans 50 ml de LB pour atteindre une densité optique à 600 nm (DO600nm) 
d’environ 0,05. L’incubation est effectuée à 37 °C sous agitation jusqu’à atteindre une 
DO600nm d’environ 0,6. La culture est ensuite centrifugée dans un tube de 50 ml pré-refroidi 
pendant 5 minutes à 5 000 rpm à 4 °C, puis le culot bactérien est repris délicatement avec 20 
ml de CaCl2 à 100 mM froid. Cette solution est incubée pendant 30 minutes sur de  la glace, 
puis centrifugée pendant 5 minutes à 5 000 rpm à 4 °C. Le culot bactérien est alors repris 
délicatement avec 4 ml de CaCl2 à 100 mM froid. 2,6 ml de glycérol (50 %) froid sont aussitôt 
ajoutés ; des aliquots de 300 µl sont préparés et stockés à -80 °C.  
 
II-1.2.6.2 Transformation des bactéries par choc thermique 
Le protocole suivant est appliqué :  
1) 200 µl de bactéries compétentes sont ajoutés à la préparation d’ADN à transformer 
(soit 20 µl de la ligature, ou 10 µl d’ADN plasmidique à 10 ng/µl) 
2) le mélange est incubé 40 minutes sur de la glace. 
3) un choc thermique à 42 °C pendant 2 minutes est effectué, puis les bactéries sont 
transférées sur de la glace pendant environ 2 minutes. 
4) elles sont mélangées avec 800 µl de milieu LB sans antibiotique et l’expression est 
effectuée pendant une heure à 37 °C sous agitation. 
5) elles sont ensuite étalées sur milieu LB solide sélectif et incubées toute la nuit à 37 °C. 
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II-1.2.7 Extraction d’ADN plasmidique 
Pour préparer une grande quantité d’ADN plasmidique, une colonie de bactéries contenant 
l’ADN plasmidique d’intérêt est mise en préculture dans 3 ml de LB, puis incubée toute la 
nuit à 37 °C sous agitation. L’ADN plasmidique peut alors être extrait des bactéries en 
utilisant le kit « NucleoSpin® Plasmid » (MACHEREY-NAGEL). Les ADN plasmidiques sont 
repris dans 50 µl d’eau nuclease-free et quantifiés comme décrit dans la partie II-1.2.8. 
 
II-1.2.8 Quantification d’ADN 
L’ADN peut être quantifié par deux méthodes. La première méthode consiste à comparer la 
bande d’ADN d’intérêt avec le marqueur λ dont la quantité de chaque bande est connue. 2 
µl d’ADN d’intérêt et 5 µl du marqueur λ sont mis à migrer en parallèle dans un gel d’agarose 
à 0,8%. La quantification est réalisée en comparant l’intensité de la bande de l’ADN d’intérêt 
avec celle des bandes du marqueur λ. La deuxième méthode est basée sur la mesure de 
l’absorbance à 260 nm. 1 à 2 µl d’ADN sont nécessaires pour la mesure si l’on utilise le 
NanoDrop (Thermo scientific). 
 
II-1.2.9 Séquençage 
Le séquençage de l’ADN plasmidique est réalisé afin de vérifier l’intégration de l’ADN 
souhaité et l’absence de mutation suite à une PCR ou à un sous-clonage. Le séquençage de 
l’ADN a été confié à la société « Beckman Genomics ». 
 
II-1.2.10 Conservation des bactéries 
Une colonie de la bactérie d’intérêt sur milieu solide est prélevée et ensemencée dans 3 ml 
de milieu LB. La culture est arrêtée lorsque les bactéries sont en phase de croissance 
exponentielle.  600 µl de la culture bactérienne et 300 µl de glycérol 50% sont mélangés 
dans un tube cryogénique. Ce tube est placé immédiatement dans un congélateur à -80 °C. 
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II-2 Expression de protéines recombinantes 
 
II-2.1 Matériels 
Les produits suivant proviennent de Sigma-Aldrich : chlorure de sodium (NaCl), chlorure de 
calcium (CaCl2), glycérol, antibiotiques (ampicilline, chloramphenicol, tetracycline), azoture 
de sodium (NaN3), TRIZMA base (Tris), acide éthylène diamine tétraacétique (EDTA). 
Les autres produits utilisés sont les suivants : agar (Fluka Analytical), tryptone (Fluka 
Analytical), yeast extract (Conda), IPTG (Biosolve). 
Tampon TEA : tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaN3 0,01%, pH 7,5. 
 
II-2.2 Méthodes et protocoles 
 
II-2.2.1 Expression de protéines 
Les souches de bactéries E.coli utilisées pour l’expression de protéines dans cette étude sont 
BL21(DE3)pLysS, Origami2(DE3)pLysS et PM12. Après transformation de la souche 
compétente par le plasmide portant le gène codant pour la protéine à exprimer, une colonie 
de cette souche est prélevée pour réaliser une préculture à 37 °C toute la nuit sous agitation 
(Figure II-5). Cette préculture est utilisée pour ensemencer une plus grande culture à une 
DO600nm initiale de 0,1 qui est alors placée dans un incubateur à 37 °C sous agitation  jusqu’à 
obtenir une DO600nm de 0,6. A cette densité, l’expression est induite par ajout d’IPTG stérile à 
une concentration finale de 0,4 mM. La culture est incubée sous agitation  à la température 
souhaitée et pendant une durée souhaitée. La densité optique de fin de culture est alors 
mesurée et les bactéries sont récupérées par centrifugation. Pour une culture de 100 ml, la 
centrifugation est effectuée à 13 500 rpm pendant 10 minutes (centrifugeuse Sigma 4K15, 
rotor 12169, accélération 1, décélération 9, 4 °C). Pour une culture de 400 ml, la 
centrifugation est effectuée à 5 000 rpm pendant 45 minutes (centrifugeuse Sigma 4K15, 
rotor 11150/13350, accélération 1, décélération 9, 4 °C). Le culot bactérien est utilisé 
immédiatement ou conservé sec à -20°C jusqu’à son utilisation. 
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II-2.2.2 Extraction de protéines 
Pour extraire les protéines, le culot bactérien obtenu en fin d’induction est repris dans du 
tampon TEA. Le volume de tampon ajouté dépend de la DO600nm de fin de culture et du 
volume de culture. Il est calculé selon l’équation suivante:  
 
 
 
Pour casser les bactéries, la solution est soniquée (sonicateur Misonix, Farmingdale, NY) 
dans la glace en mode pulsé : 5 minutes à 30%, par pulse de 1 minute et intervalle de 30 
secondes. Le mélange est alors centrifugé à 13 500 rpm pendant 90 minutes à 4 °C 
(centrifugeuse Sigma 4K15, rotor 12169, accélération 1, décélération 9) afin de séparer la 
partie soluble de la partie insoluble (membranes, débris cellulaires). Le surnageant, qui 
contient les éléments solubles dont les protéines surexprimées solubles est récolté. Le culot 
est repris dans un volume de tampon TEA équivalent  au volume initial. Ces fractions sont 
analysées immédiatement ou conservées à -20 °C jusqu’à leur utilisation. 
 
 
Figure II-5 : Procédé général d’expression et d’extraction de protéines solubles chez E.coli. 
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II-3 Biochimie 
 
II-3.1 Matériels 
Les produits suivant proviennent de chez Sigma-Aldrich : méthanol, éthanol, chloroforme, 
chlorure de sodium (NaCl) ; chlorure de calcium (CaCl2) ; chlorure de magnésium (MgCl2) ; 
azoture de sodium (NaN3) ; EGTA (acide ethylèneglycol tétraacétique) ; N-[2-
hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid] (HEPES) ; dithiothreitol (DTT) ; Ellman's 
reagent (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) ou DTNB) ; dimethylformamide (DMF) ; 
disodium phosphate (Na2PO4) ; monosodium phosphate (NaH2PO4) ; ammonium persulfate 
(APS) ; N,N,N',N'tetramethylethylenediamine (TEMED) ; TRIZMA base (Tris) ; sodium dodecyl 
sulfate (SDS) ; Triton X100 ; acide chlorhydrique (HCl) ; soude (NaOH) ; glycérol ; 
bicinchoninic acid solution (BCA) ; pepstatine ; leupeptine ; Tween20. 
Les autres produits utilisés sont les suivants : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DOPC, MM=786,15) et 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine] (DOPS, MM=810,03) 
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) ; Solutions d’Acrylamide/bis acrylamide 40% et bleu 
de Coomassie (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) ; Fluorescein 5 hydroxysuccinimide ester 
(Invitrogen) ; NHS-PEG12-maléimide (Pierce) ; Sulfosuccinimidyl 4-(p-maleimidophenol) 
butyrate (SMPB) (Pierce). 
TBS-T : Tris-HCl 10 mM ; NaCl 0,15 mM ; Tween20 0,1% ; pH 8 
Tampon A5 : HEPES 10mM ; NaCl 0.15M ; NaN3 2mM ; pH7,4 
Tampon phosphate : NaH2PO4 50 mM, pH 7 
Tampon de charge (4X) : glycerol 40% ; SDS 8% : bleu de bromphénol 0,02% (w/v) ; Tris HCl 
0,2 M  
Tampon de gel de migration : Glycine 192 mM ; Tris 25 mM ; SDS 0,1% 
Tampon de transfert : Tris 25 mM ; Glycine 192 mM ; SDS 0,1% ; Ethanol 20%  
Tampon d’élution : Tris 20 mM ; NaN3 0,02% ; pH 7 ; filtré et dégazé avant l’utilisation 
 
II-3.2 Méthodes et protocoles 
 
II-3.2.1 Electrophorèse de protéines sur gel de polyacrylamide (PAGE) 
De manière générale, le gel de polyacrylamide est utilisé pour séparer les protéines (5 - 
2,000 kDa) ou les petits fragments linéaires d’ADN de 5 à 500 paires de base. 
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Le gel de polyacrylamide est formé par la copolymérisation d’acrylamide et de bis-
acrylamide (Figure II-6) :  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-6 : Formation d’un gel de polyacrylamide. (A) Le TEMED accélère la vitesse de formation 
des radicaux libres du persulfate. (B) Les radicaux sulfates permettent de convertir les monomères 
d’acrylamide en radicaux libres en attaquant la double liaison entre deux carbones. Les radicaux 
libres d’acrylamide attaquent à leur tour les monomères d’acrylamide non activés. Cette réaction en 
chaîne forme des chaînes linéaires de polyacrylamide sans lien entre elles. (C) Le bis-acrylamide, qui 
est l’équivalent de 2 monomères d’acrylamide liés par un groupement méthyle, possédant deux sites 
d’attaque radicalaire, peut s’incorporer dans les longues chaînes de polyacrylamide pour les relier 
entre elles et former un réseau solide. 
77 
 
La polymérisation est initiée par le persulfate d’ammonium et catalysée par le TEMED 
(N,N,N’,N’-tétraméthyléthylènediamine). Les monomères d’acrylamide forment des chaînes 
linéaires plus ou moins longues sans lien entre elles. Pour obtenir un support 
d’électrophorèse sous forme de gel solide, un agent réticulant, le bis-acrylamide, est ajouté. 
En fonction des différents rapports d’acrylamide/bis-acrylamide, le réseau obtenu sera plus 
ou moins réticulé, permettant la séparation de molécules plus ou moins massives. 
 
Pour la séparation des protéines, on utilise un gel composé de deux parties (Figure II-7) : le 
gel de concentration (« stacking gel ») et le gel de séparation (« running gel »). Le gel de 
concentration constitue la partie haute du gel, où les protéines entrent dans le gel. Il a un pH 
de 6.8 et l’acrylamide y est très peu concentré (5%). Les puits dans lesquels on dépose les 
échantillons sont formés au cours de la polymérisation à l’aide d’un peigne. Le volume 
maximal du puits dépend du nombre de puits et de l’épaisseur du gel. Le gel de séparation 
constitue la partie basse du gel, il a un pH de 8.8, et l’acrylamide y est plus concentré (entre 
5 et 20 % selon la taille des protéines que l’on veut séparer). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-7 : Système du gel. 
 
 
Les protéines sont chargées dans les puits grâce au tampon de charge qui contient du 
glycérol et un colorant ionisé (généralement le bleu de bromophénol) qui permet de suivre 
l’évolution de la migration. 
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Une fois le courant allumé, les protéines chargées négativement migrent vers la cathode et entrent 
dans le gel de concentration. Dans ce gel à pH 6,8, les ions Cl- migrent plus vite que les protéines et 
laissent un vide ionique qui ne permet plus aux protéines de migrer (Figure II-8, A). En même temps, 
à pH 6,8 les ions glycines du tampon de migration rentrent lentement dans le gel, rattrapent les 
protéines, ce qui favorise leur migration. Les protéines ne se séparent pas mais se concentrent toutes 
au niveau du front de migration des ions glycine (Figure II-8, B). Lorsque le front d’ions atteint le gel 
de séparation, le pH plus élevé (pH 9) augmente la charge négative des ions glycines et la porosité du 
gel plus serré leur permet de migrer plus rapidement que les protéines (Figure II-8, C). Les ions 
glycines vont ainsi combler le vide ionique et permettre aux protéines de migrer de nouveau et 
seront séparées en fonction de leur taille grâce aux mailles du gel et grâce au SDS qui charge les 
protéines négativement proportionnellement à leur taille (Figure II-8, D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-8 : Principe de la migration des protéines en gel d’acrylamide. A) migration rapide des Cl- 
qui laissent un vide ionique ; B) les protéines avancent très lentement dans le vide ionique et sont 
poussées par le front d’ions glycine ; C) à la frontière concentration-séparation les ions glycines 
deviennent plus mobiles et dépassent les protéines concentrées en une bande ; D) séparation des 
différentes protéines dans un champ électrique uniforme.  
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L’électrophorèse en gel de polyacrylamide peut être réalisée en conditions dénaturantes 
et/ou non natives. 
Dans l’électrophorèse en conditions natives, les molécules sont séparées dans leur état le 
plus proche possible de leur état natif. Lors des étapes de préparation de la solution 
contenant les molécules à séparer les conditions dénaturantes doivent être évitées (le pH 
élevé ou au contraire très bas, des traitements à des températures élevées, les hautes forces 
ioniques et les agents chimiques dénaturants qui seront évoqués dans le paragraphe 
suivant). De plus toutes les solutions de préparation des gels et tous les tampons sont 
préparés sans SDS. Les résultats obtenus sont toujours délicats à interpréter concernant la 
taille des molécules car la séparation se fait en fonction de nombreux critères et pas 
uniquement en fonction de la taille. Pour un support et un voltage donnés, la vitesse de 
migration dépendra de : 1) la charge native de la molécule. Plus la charge est importante, 
plus la vitesse de migration sera importante. Signalons que selon la charge de la protéine 
native, les molécules pourront migrer vers la cathode (molécules chargées négativement) ou 
vers l’anode (molécules chargées positivement). Enfin, toutes les molécules non chargées ne 
seront pas séparées puisqu’elles ne migrent pas; 2) la masse moléculaire. Plus la masse 
moléculaire est importante, plus la vitesse de migration de la molécule sera faible ; 3) la 
structure tridimensionnelle. En effet, à masse moléculaire égale, une molécule pourra selon 
sa forme être plus ou moins ralentie dans sa progression par le gel. Par exemple, une 
molécule de structure globulaire sera moins ralentie qu’une molécule de structure fibrillaire. 
Dans l’électrophorèse en conditions dénaturantes, les molécules sont soumises à un 
traitement dénaturant préalablement à leur séparation électrophorétique, détruisant la 
structure tridimensionnelle native. La méthode la plus souvent utilisée pour dénaturer les 
molécules est l’utilisation d’agents dénaturants comme le SDS (sodium dodecyl sulfate). 
Comme le support le plus adapté pour séparer les protéines est le gel de polyacrylamide on 
parle couramment de SDS-PAGE (pour Sodium Dodecyl Sulphate-PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis). Le SDS est un détergent anionique qui dénature les protéines en 
enveloppant la chaîne polypeptidique selon un rapport 1,4 gramme de SDS par gramme de 
protéine. Ainsi, chaque protéine acquiert une densité de charge à peu près identique. Le fait 
que le nombre de molécules de SDS, et donc la charge des protéines, soit proportionnel à la 
masse moléculaire des protéines permet de les séparer uniquement en fonction de leur 
masse. Pour les protéines qui présentent des ponts disulfures (S-S), l’utilisation d’un agent 
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réducteur comme le β-mercaptoéthanol permet de réduire ces ponts disulfures, en 
combinaison avec la chaleur (95 °C, 10 minutes). La comparaison de SDS-PAGE avec et sans 
β-mercaptoéthanol d’un même échantillon est donc riche en informations sur la structure 
quaternaire des protéines. 
 
Une fois les protéines séparées, elles doivent être révélées. Les deux approches les plus 
courantes sont la coloration ou l’immunodétection (voir la partie II-3.2.2). La technique de 
coloration la plus utilisée est la coloration au bleu de Coomassie, dont la limite de détection 
est d’environ 100 ng de protéines. Les protéines sont fixées dans le gel par une solution qui 
contient de l’acide phosphorique qui dénature de manière irréversible les protéines dans les 
mailles du gel. 
 
 
Protocole expérimental 
 
Les gels d’acrylamide en condition dénaturante (SDS-PAGE) à 10% sont constitués de :  
1) pour le gel de séparation : eau, Tris 1,5M pH 8,8 et SDS 10% auxquels sont ajoutés de 
l’acrylamide/bis acrylamide 40%, d’APS et du TEMED (les quantités sont 
respectivement : 47,9% / 25% / 1% / 25% / 1% et 0,1% du volume final) 
2) pour le gel de concentration : eau, Tris 1M pH 6,8, SDS 10% auxquels sont ajoutés 
d’acrylamide/bis acrylamide 40% d’APS et de TEMED (les quantités sont 
respectivement : 75,3% / 12,5% / 1% / 10% / 1% et 0,2% du volume final). 
Pour les gels  en conditions natives, la composition des gels, les tampons de charge et de 
migration ne contiennent pas de SDS.  
Par défaut les échantillons ne contiennent pas de β-mercaptoéthanol. 
La migration d’un gel est effectuée avec un courant de 15 mA dans le gel de concentration et 
30 mA dans le gel de séparation. Les valeurs d’ampèrage sont multipliées par le nombre de 
gels migrés.  
Après migration, les gels sont colorés par incubation dans une solution de bleu de Coomassie 
(Biosafe Coomassie, BioRad) pendant 1 heure puis décolorés en eau. 
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II-3.2.2 Western-Blot 
Principe 
Le principe de cette technique, mise au point par W. Neal Burnette (Burnette 1981), est basé 
sur la spécificité de l’interaction anticorps-antigène qui permet d’identifier une protéine 
d’intérêt au sein d’un mélange complexe de protéines tel qu’un extrait cellulaire. Les 
protéines séparées par électrophorèse en conditions dénaturantes ou non dénaturantes 
sont transférées du gel sur une membrane (typiquement de la nitrocellulose ou PVDF) sous 
l’effet d’un champ courant électrique. La membrane est d’abord saturée par une solution 
riche en protéines (par exemple du lait écrémé) de manière à empêcher la liaison non 
spécifique des anticorps à la membrane. Pour la détection de la protéine d’intérêt, la 
membrane est incubée séquentiellement avec deux anticorps différents (Figure II-9) : 1) un 
anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérêt, puis 2) un anticorps secondaire 
reconnaissant l’anticorps primaire et couplé à une enzyme, fréquemment la peroxydase du 
raifort (HRP). Des séries de plusieurs lavages sont effectuées après chaque étape. Une fois le 
complexe « antigène-anticorps primaire-anticorps secondaire » formé, il est détecté grâce à 
l’ajout d’un substrat de la HRP qui est oxydé et transformé en un produit coloré visible.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-9 : Principe du Western-Blot. 
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Analyse de l’expression des récepteurs HER2 par Western-Blot : 
Les deux lignées cellulaires BT-474 et ZR-75 (voir la partie II-4.1.1) sont cultivées séparément 
dans une flasque de 75 cm2 jusqu’à 90% de confluence. Les cellules sont lavées une fois avec 
du tampon PBS (-Ca2+/-Mg2+). Pour décoller les cellules, 3 ml de trypsine par boite sont 
ajoutés et incubés à 37 °C pendant 3 minutes. La réaction de la trypsine est arrêtée par ajout 
de 25 ml de milieu de culture. Les cellules sont ensuite centrifugées à 200 g pendant 5 
minutes. Le culot cellulaire est lavé deux fois avec 4 ml de tampon PBS (-Ca2+/-Mg2+) à 4 °C, 
puis est repris dans 300 µl de tampon de lyse à 4 °C (Tableau II-9), et incubé sur de la glace 
pendant 15 minutes en mélangeant régulièrement. Après la lyse, la solution est clarifiée par 
centrifugation 12 000 g pendant 10 minutes. Le surnageant qui contient l’extrait cellulaire 
est soit immédiatement analysé soit conservé à -20 °C jusqu’à utilisation. 
 
 
Tableau II-9 : Composition du tampon de lyse, d’après (Böhme et al. 1996). 
Composition de base 
HEPES 
NaCl 
glycérol 
Triton X-100         
MgCl2   
EGTA 
50 mM, pH7,5 
150 mM  
10%  
1%  
1,5 mM  
1 mM  
Complété 
(avant utilisation) 
Leupeptine 
Pepstatine 
10 µg/ml 
10 µg/ml 
 
 
Pour analyser l’extrait cellulaire par Western-Blot, la concentration protéique de l’extrait 
cellulaire est déterminée par BCA. 50 µg de protéines totales sont déposés sur un gel 
d’acrylamide à 10% en conditions dénaturantes et mises à migrer. Environ 30 minutes avant 
la fin de la migration, deux papiers Whatman et deux « Scotch Britt » sont incubés dans le 
tampon de transfert. La membrane de PVDF (BioRAD) est incubée dans du méthanol 
pendant 5 minutes puis hydratée avec de l’eau déionisée pendant 1 minute. Après 
l’électrophorèse, le gel d’acrylamide est rincé avec de l’eau distillée puis installé dans une 
cassette qui est insérée dans le système de transfert (BioRAD) et est soumise  à un courant 
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de 100V pendant une heure. Une fois le transfert terminé, la membrane est rapidement 
rincée avec de l’eau distillée puis saturée par du tampon TBS-T contenant 5% de lait écrémé, 
à température ambiante pendant 2 heures. Elle est ensuite incubée avec l’anticorps primaire 
dilué dans du tampon TBS-T 5% lait (1/1000ème pour l’anticorps anti β-actine (AbCam) et 
1/250ème pour l’Herceptin®), à 4 °C toute la nuit. La membrane est lavée 5 fois avec du 
tampon TBS-T 5% lait pour éliminer les anticorps primaires libres. Elle est ensuite incubée 
avec l’anticorps secondaire-HRP (anti-souris, AbCam) dilué au 1/2000ème dans du tampon 
TBS-T 5% lait, à température ambiante pendant 2 heures. La membrane est lavée 5 fois avec 
du tampon TBS-T 5% lait pour éliminer les anticorps secondaires libres. La révélation de la 
membrane est effectuée avec le kit « Opti-4CNTM Substrate Kit » (BioRAD). 
 
 
II-3.2.3 Microbalance à cristal de quartz avec mesure de dissipation (QCM-D) 
 
Principe 
Le QCM-D est constitué d’une sonde, un cristal de quartz compris entre deux électrodes en 
or, et d’un système électronique assurant la mesure de la fréquence de résonance du cristal 
(et de ses harmoniques) et du temps nécessaire à la sonde pour dissiper l’énergie 
d’excitation (Figure II-10). Le QCM-D est une technique qui permet d’étudier en temps réel 
des processus d’adsorption et des interactions moléculaires, en mesurant les variations de 
fréquence (Δf) et de dissipation (ΔD) (Dixon 2008). Ces mesures peuvent être réalisées sur 
divers types de surface, principalement l’or et la silice. 
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Figure II-10 : Système de QCM-D. A) Cristal de quartz entre deux électrodes en or. Le cristal est 
déformé en réponse à une stimulation électrique ; B) Oscillation du cristal après l’arrêt de la 
stimulation. 
 
 
1) Variation de la fréquence (Δf)  
Le cristal est excité à sa fréquence de résonance fondamentale, soit environ 5MHz. L’adsorption de 
molécules à la surface du cristal entraîne une diminution de cette fréquence (Figure II-11). Ce 
changement est relié à la masse de façon plus ou moins directe et complexe selon que les molécules 
adsorbées forment un ensemble rigide ou viscoélastique. Dans le cas d’un dépôt très rigide, la 
sensibilité est de quelques dizaines de ng.cm-2 et il est possible de relier directement la variation de 
fréquence à la variation de masse l’équation de Sauerbrey (Sauerbrey G. 1959) : 
 
                                                             Δm = - C ∙ (Δf / n) 
où m est la masse surfacique (ng.cm-2), f la fréquence de résonance du cristal de quartz (Hz), n le 
numéro de l’harmonique et C une constante calculée à partir des propriétés physiques de ce dernier 
à la température d’analyse (ng.Hz-1.cm-2). Cette équation s’applique seulement si le dépôt est 
comparable au quartz selon les mêmes propriétés physiques. La sensibilité de détection est d’environ 
5 ng/cm2 pour un quartz de 5 MHz en milieu liquide. Les dépôts visqueux sont quant à eux plus 
problématiques car il n’existe pas de relation directe entre masse et fréquence. Plusieurs modèles 
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ont été élaborés en vue de palier à cette difficulté mais un examen approfondi de la littérature a 
permis de se rendre compte qu’ils sont peu utilisés en pratique. Cela est probablement dû au fait 
qu’ils sont complexes et demandent des paramètres d’entrée (viscosités, densités de la couche 
formée et du milieu…) souvent difficiles à évaluer ou à vérifier.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-11 : Variation de la fréquence des oscillations en fonction de la masse des objets adsorbés. 
A) masse faible (en rouge), fréquence des oscillations élevée ; B) masse élevée (en vert), fréquence 
des oscillations faible. 
 
 
2) la dissipation du signal (ΔD) 
En parallèle, si la couche de molécules déposée à la surface du cristal n’est pas une fine couche rigide, 
son comportement viscoélastique induit une augmentation de la dissipation d’énergie. La dissipation 
est reliée à l’amortissement de l’oscillation du cristal lorsque celui-ci n’est plus excité. La mesure de 
la dissipation donne une information sur la viscoélasticité de la couche adsorbée sur la surface : un 
amortissement rapide est caractéristique d’une couche molle, et un amortissement plus lent, d’une 
couche plus rigide (Figure II-12). 
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Figure II-12 : Variation de l’amortissement des oscillations en fonction de la flexibilité des objets 
adsorbés. A) objet rigide (en rouge), amortissement des oscillations lent, dissipation faible ; B) objet 
flexible (en vert), amortissement des oscillations rapide, dissipation élevée. 
 
Protocole expérimental 
Les mesures sont réalisées avec un système Q-SENSE E4 (Q-SENSE, Gothenburg, Sweden). Les 
échantillons sont injectés dans la chambre de mesure de façon continue à l’aide d’une pompe 
péristaltique qui permet le maintien d’un flux de 0,15 ml/minute. Avant utilisation, les cristaux de 
QCM-D sont placés pendant 30 minutes dans une solution de SDS 2%, puis rincés à l’eau ultra pure, 
séchés sous azote avant d’être exposés pendant 15 minutes à un traitement UV-ozone pour les 
rendre hydrophiles. Pour chaque expérience les SUVs DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) sont à une 
concentration de 100μg/ml, les polymersomes fonctionnalisés ou non sont à une concentration de 
1012 polymersomes/ml. Les protéines (Anx5SH, Anx5SH-ZZ, Herceptine®) sont à une concentration de 
20μg/ml. 
 
II-3.2.4 Chromatographie d’exclusion de taille 
Principe 
La chromatographie d’exclusion de taille est une méthode de séparation de molécules basée sur la 
filtration de molécules de taille différente au travers d’un gel poreux (Figure II-13). Un mélange de 
solutés de masse molaire variable traverse une épaisseur donnée de gel : les grosses molécules dont 
le diamètre est supérieur à celui des pores sont exclues et sont donc éluées les premières. Les petites 
et moyennes molécules pénètrent dans les billes et parcourent un chemin plus grand, leur migration 
est donc ralentie. Les molécules sont donc éluées dans l’ordre inverse de leur masse molaire.  
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Figure II-13 : Principe de la chromatographie d’exclusion de taille. 
 
 
Protocole expérimental : Purification d’Anx5SH-polyN-TEG4) 
La purification d’Anx5SH-polyN-TEG4 à partir de CFE a été d’abord réalisée par chromatographie 
d’exclusion de taille. 3,5 ml de CFE est déposé sur la colonne « HiLoad 16/60 Superdex 200 prep 
grade » (GE Healthcare), qui est équilibré en tampon d’élution. L’élution est effectuée en tampon 
d’élution à 1 ml par minute. 
 
 
II-3.2.5 Diffusion de la lumière (DLS) 
La diffusion de la lumière est une technique très utilisée pour étudier la structure et la dynamique de 
solutions macromoléculaires et colloïdales. Lorsqu’un faisceau lumineux illumine un matériau, les 
éléments constituant ce matériau sont excités et réémettent une multitude d’ondes lumineuse de 
longueur d’onde proche de celle de l’éclairement incident. Selon le type d’analyse de l’intensité 
diffusée, on distingue la diffusion élastique ou statique de la lumière et la diffusion quasi-élastique 
ou dynamique de la lumière, ou DLS. En DLS, on s’intéresse à la fluctuation dans le temps de la 
lumière diffusée par la matière. Le mouvement perpétuel, ou brownien, des particules provoque des 
fluctuations d’intensité I(q) en fonction du temps. Ces fluctuations fournissent des informations très 
88 
 
importantes sur la dynamique des particules diffusantes et sont directement dépendantes des 
propriétés structurales de ces dernières, à savoir leur forme et leur taille. Cependant, en DLS, on ne 
mesure pas directement ces informations, mais la fonction d’auto-corrélation temporelle normée de 
l’intensité diffusée g2(q,t), pour un angle d’observation q donné. 
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Cette fonction d’auto-corrélation indique la manière dont les valeurs de l’intensité diffusée à deux 
instants différents sont dépendantes l’une de l’autre. L’analyse mathématique de l’évolution de la 
fonction d’auto-corrélation en fonction du temps permet de déterminer les fréquences de relaxation 
des particules diffusantes, ce qui permet de calculer leurs coefficients de diffusion puis leurs rayons 
hydrodynamiques par la relation de Stokes-Einstein : 
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avec kBT le facteur d’énergie de Boltzman, D0 le coefficient de diffusion de la particule considérée 
et0 la viscosité du solvant.
 Cette analyse permet ainsi d’accéder à la distribution des tailles hydrodynamiques des particules 
diffusantes et au degré de dispersité de ces particules.   
 La DLS est très sensible à la présence d’agrégats dans une suspension, par conséquent cette 
technique permet d’étudier la stabilité de suspensions de nanoparticules.  
Les expériences de DLS ont été réalisées par le Dr. Hugo De Oliveira (LCPO, Bordeaux) à l’aide du 
système « Zetasizer Nano ZS » (Mavern, UK). Pour chaque échantillon, un volume de 50 µl à une 
concentration de polymersomes d’environ 0,5 mg/ml a été utilisé. 
 
 
II-3.2.6 Microscopie électronique à transmission  
La microscopie électronique (ME) est une technique permettant de caractériser la structure d’objets 
individuels, de taille comprise entre quelques nm et quelques µms, voire quelques mm, à haute 
résolution. En Microscopie Electronique à Transmission (MET), un faisceau d’électrons, soumis à une 
tension d’accélération de l’ordre de 100 à 200 kV, est envoyé sur un échantillon et les électrons 
diffusés par les éléments présents dans l’échantillon sont utilisés  pour former une image, après 
interférence avec les électrons non diffusés. L’avantage unique de la MET est de fournir des images 
d’objets individuels à une résolution de l’ordre de l’Å en science des matériaux et de l’ordre du nm 
ou de quelques nm en biologie ou dans le domaine de la matière molle. Le microscope électronique à 
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transmission (Figure II-14) comprend une source d’électrons, des lentilles électro-magnétiques 
permettant de focaliser le faisceau d’électrons sur l’échantillon, des lentilles électro-magnétiques 
d’agrandir l’image et un système d’enregistrement des images.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-14 : Représentation schématique d’un microscope électronique à transmission. 
 
 
Le contraste des images de MET provient des propriétés de diffusion électronique des éléments 
présents dans l’échantillon. Dans le cas d’échantillons composés d’éléments légers (H, C, N, O,..), 
comme c’est le cas en biologie ou en science des polymères, le contraste des images est faible parce 
que ces éléments diffusent peu les électrons. L’utilisation d’agents de contraste composés de sels 
d’atomes lourds, comme l’acétate d’uranyle ou le nitrate de plomb, permet d’augmenter le contraste 
des images. On parle de coloration positive lorsque les sels d’atome lourd interagissent avec des 
éléments de l’échantillon, et de coloration négative lorsque les sels d’atome lourd se déposent dans 
les cavités hydrophiles constituant les échantillons.  
Une contrainte intrinsèque de la ME est que cette technique nécessite l’utilisation d’un vide poussé, 
de sorte que des méthodes spécifiques de préparation sont nécessaires pour l’observation 
d’échantillons hydratés.  
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Dans le cadre de ma thèse, deux méthodes principales de préparation ont été appliquées, à savoir la 
méthode de préparation d’échantillons hydratés-congelés, ou Cryo-MET, et la méthode de 
préparation d’échantillons par inclusion dans une résine et observation de coupes minces. 
La méthode de la Cryo-MET a été appliquée à l’analyse structurale des suspensions de polymersomes, 
fonctionnalisés ou non. En Cryo-MET, une goutte de quelques µl de l’échantillon, par exemple une 
suspension de polymersomes, est déposée sur une grille recouverte d’un film de carbone perforé 
servant de support à l’échantillon. Un film mince est formé par drainage du liquide à l’aide d’un 
papier filtre et l’échantillon est congelé en le plongeant rapidement dans un liquide cryogènique, en 
général de l’éthane liquide refroidi par de l’azote liquide. L’objectif de cette étape est de transformer 
l’eau ou le tampon entourant l’échantillon en glace amorphe. La grille est ensuite transférée dans 
une boite appropriée stockée dans l’azote liquide, jusqu’à son observation au MET. Pour 
l’observation en Cryo-MET, la grille est installée dans un porte objet basse température (Gatan 626), 
transférée dans le microscope puis observée à basse température (~-170°C). Pour ces expériences, le 
microscope Tecnai F20 (FEI) a été utilisé,  fonctionnant à une tension d’accélération de 200 kV. Les 
images ont été enregistrées à l’aide d’une camera numérique  
USC1000-SSCCD camera (Gatan, USA).   
Pour les expériences de ciblage des polymersomes au niveau de cellules, la méthode de préparation 
suivante a été utilisée : les échantillons sont centrifugées à 2.000 g pendant 10 min, et les culots 
cellulaires sont fixés dans un mélange de 2.5% glutaraldehyde et 4% paraformaldehyde en tampon 
cacodylate à 0,2 M et pH 7.4, pendant une nuit à 4°C, puis post-fixés pendant 1 h à température 
ambiante en présence de 1% tétroxyde d’osmium. Les échantillons sont ensuite déshydratés dans 
des bains successifs de concentration croissante en éthanol puis inclus dans une résine d’Epon-
Araldite, qui est polymérisée à 60°C pendant 3 jours.   
Des sections de 70 nm sont réalisées et colorées successivement avec 5% acétate d’uranyle et nitrate 
de plomb. L’observation en MET a été réalisée avec un microscope FEI CM120  fonctionnant à 120 kV. 
L’ensemble des expériences de MET a été réalisé par Sisareuth Tan. 
 
II-3.2.7 Autres protocoles expérimentaux 
II-3.2.7.1 Préparation de SUVs 
Les lipides DOPC et DOPS sous forme de poudre sont initialement dissous en chloroforme puis 
mélangés selon la proportion 4 : 1 (m/m). Le solvant est ensuite évaporé sous vide dans un 
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évaporateur rotatif pendant 20 min. Le film lipidique formé sur les parois est ensuite réhydraté avec 
du tampon. Ceci conduit à la formation de vésicules multilamellaires (MLVs) qui sont homogénéisées 
par trois cycles de congélation/décongélation. Les vésicules unilamellaires de petite taille (SUV) ont 
été obtenues par sonication de la solution de MLV avec un sonicateur à pointe (Misonix, Farmingdale, 
NY), en mode pulsé, amplitude 20%, pendant 30 min, l’échantillon étant maintenu dans la glace 
(Richter, Mukhopadhyay, et Brisson 2003). Les lipides sont quantifiés par dosage phosphate avant 
utilisation selon la méthode de Rouser (Rouser, Fkeischer, et Yamamoto 1970). 
 
II-3.2.7.2 Préparation de l’Anx5 et ses dérivés 
L’Anx5 native (Anx5wt, MM=35600 KDa), l’Anx5(T163C) (Anx5SH, MM=35600 KDa) (Bérat et al. 2007), 
et les protéines de fusion (Anx5wt-ZZ MM=50070 KDa et Anx5SH-ZZ, MM=50070 KDa) (Brisson 2005), 
ont été produites par C. Gounou, ingénieur dans l’équipe LIMNBT. L’Anx5SH et l’Anx5SH-ZZ sont 
conservées sous forme de dimères Anx5-S-S-Anx5 ou Anx5-ZZ-S-S-Anx5-ZZ. 
 
II-3.2.7.3 Préparation des Anx5SH ou des Anx5SH-ZZ  
Pour produire des Anx5SH ou des Anx5SH-ZZ, les dimères de protéines (quantité maximale 2,5mg soit 
70nmoles) sont réduits par incubation avec 10mM de DTT (concentration finale) pendant 30 min. Les 
protéines réduites ont été purifiées sur une colonne de dessalage HiTrapTM (GE-Healthcare, Brabant, 
Belgique) équilibrée avec du tampon phosphate 50 mM pH 7.  
 
 II-3.2.7.4 Dosage de maléimides par la réaction d’Ellman modifiée 
Principe 
Le dosage des maléimides est basé sur la réaction d’Ellman modifiée (Figure II-15) avec deux étapes 
de réaction. Dans un premier temps, l’échantillon contenant le groupe maléimide réagit avec un 
excès de DTT (dithiothreitol). En ajoutant du DTNB, le DTT résiduel transforme le DTNB en NTB2- et le 
signal est détecté par spectrométrie en mesurant l’absorbance de la lumière visible à 412 nm. 
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Figure II-15 : Dosage de maléimides par la réaction d’ELLMAN modifiée. 
 
 
En utilisant un coefficient d’extinction de 13 600 M-1 cm-1, la concentration en maléimides est 
calculée à l’aide des équations ci-dessous :  
 
 
 
 
 
D’après la loi de Beer-Lambert-Bouguer la concentration en DTT consommé est calculée en mesurant 
la différence des valeurs obtenues avec et sans maléimides. Puisque une mole de DTT donne deux 
moles de NTB2- en réagissant avec le DTNB, la concentration en DTT consommé est calculée par 
l’équation (1). Comme une mole de DTT consommé est équivalente à deux moles de maléimide, la 
concentration en maléimides est donc exprimée comme l’équation (2).  
93 
 
Protocole expérimental 
La réaction est réalisée dans un volume total de 1 ml (Tableau II-10). L’échantillon est dilué dans du 
tampon A5 jusqu’à un volume de 950 µl. 30 µl de DTT à 1 mM sont ajoutés, puis le mélange est laissé 
à incuber pendant environ 15 minutes à température ambiante. Ensuite, 20 µl de DTNB à 2 mM sont 
ajoutés à ce mélange. Après 5 minutes d’incubation, l’absorbance à 412 nm est mesurée avec un 
spectromètre (Ultraspec 2100 pro, Amershm Biosciences) en utilisant 980 µl de tampon avec 20 µl de 
DTNB à 2 mM comme blanc. En parallèle, un contrôle positif est préparé en réalisant le même 
mélange en absence d’échantillon. Les mesures sont réalisées en duplicat. 
 
Tableau II-10 : Conditions de dosage des maléimides. 
 
 
 
 
 
 
 
II-3.2.7.5 Couplage covalent des protéines Anx5SH et Anx5SH-ZZ aux polymersomes-
maléimides 
L’Anx5SH ou l’Anx5SH-ZZ est mélangée en quantité désirée avec des polymersomes présentant des 
maléimides en surface, en tampon phosphate 50 mM pH 7. Le mélange est incubé pendant une nuit 
à température ambiante. Les quantités sont précisées dans chaque expérience. Les protéines libres 
sont éliminées par filtration sur membrane de 100 KDa (Millipore). 
 
II-3.2.7.6 Couplage de l’Herceptine® aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ 
L’Herceptine® est mélangé en quantité désirée avec des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ 
en tampon phosphate 50 mM pH 7. Le mélange est incubé pendant une nuit à température ambiante. 
L’Herceptine® libre est éliminé par filtration sur membrane de 25 nm (Millipore). 
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II-3.2.7.7 Préparation d’Herceptine®-fluorescéine 
Pour conjuguer  l’Herceptine® à la fluorescence, nous avons utilisé l’agent NHS-fluorescéine 
(Fluorescein 5 hydroxysuccinimide ester). En effet, le groupe fonctionnel succinimidyle-ester 
peut réagir efficacement avec des amines primaires à pH 7-9.  
La NHS-fluorescéine en poudre est dissoute en DMF à une concentration finale de 20 mM. 
Une quantité désirée d’Herceptine® est mélangée et incubée avec la NHS-fluorescéine selon 
un rapport molaire de 1 : 5 dans du tampon phosphate (50 mM, pH 7), pendant 2 heures à 
température ambiante. Pour éliminer la NHS-fluorescéine en excès, ce mélange est ensuite 
lavé 5 fois par filtration sur membrane de 30 KDa (Millipore). L’Herceptine®-fluorescéine est  
alors quantifié par NanoDrop. 
 
 
II-4 Biologie Cellulaire 
 
II-4.1 Matériels 
II-4.1.1 Lignées cellulaires 
Les cellules BT-474 et ZR-75 sont des cellules du cancer du sein respectivement HER2 positif 
et HER2 négatif. Les cellules nous ont été fournies par le Dr. Edurne Berra (CIC bioGUNE, 
Bilbao, Espagne). 
 
II-4.1.2 Produits et tampons 
Les produits suivants proviennent de Sigma-Aldrich : iodure de propidium (PI) ; 
diméthylsulfoxyde (DMSO) 
 
Les produits suivants proviennent de chez Gibco : Milieu RPMI1640 (L-Glutamine) ; Tampon 
DPBS (+CaCl2/+MgCl2) ; Tampon DPBS (-CaCl2/-MgCl2) ; Penicillin Streptomycin Glutamine ; 
Heat Inactivated Fetal Bovine Serum ; Trypsine 
 
Les produits suivant viennent de chez Falcon : 24-well cell culture plate, pipette, cell culture 
Flask (25cm2 ou 75cm2) 
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Tampon A : Tampon DPBS (+ Ca2+/+ Mg2+) complété avec 25 mM d’HEPES et 5 mM d’EDTA, 
filtré avant utilisation 
 
II-4.2 Méthodes et protocoles 
 
II-4.2.1 Cytométrie en flux (petites modifications) 
Principe 
La cytométrie en flux est une méthode de spectroscopie optique qui permet de compter et 
caractériser individuellement les objets d’une suspension cellulaire et/ou particulaire 
entrainés par un flux liquide sous pression (Givan 2001). La cytométrie en flux est une 
technique d’analyse multiparamétrique permettant d’analyser plusieurs milliers d’objets par 
seconde. Dans la suite de ce manuscrit, je traiterai uniquement d’analyse cellulaire par 
cytométrie en flux. Le schéma de principe d’un cytomètre en flux est présenté dans la Figure 
II- 16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-16 : Représentation schématique d’un cytomètre en flux, d’après 
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Tutorials.html 
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D’après la Figure II-16, un cytomètre en flux comprend trois parties principales.  
La première partie est le système fluidique dont la fonction est d’entrainer 
l’échantillon et de permettre l’analyse individuelle des cellules. Le cœur de ce système est la 
cellule de flux dans laquelle un liquide circule sous pression. L’échantillon est lentement 
injecté dans la cellule de flux. Le flux étant laminaire, le liquide forme une gaine autour de 
l’échantillon qui permet de l’étirer et de séparer physiquement les cellules.  
La seconde partie est le système optique comprenant une ou plusieurs sources laser, 
un banc optique permettant de décomposer la lumière et des photodétecteurs. Le système 
optique a pour fonction l’envoi de lumière vers les cellules et la collecte la lumière 
provenant de ces cellules. Une cellule traversant le faisceau laser peut absorber ou diffuser 
la lumière, et si elle porte des fluorophores excitables par le laser alors elle peut émettre de 
la lumière par fluorescence. La diffusion de la lumière est une méthode de détection de 
cellules ne nécessitant pas de marqueurs. La diffusion de la lumière est mesurée selon deux 
directions, dans l’axe du laser (Forward Scatter ou FS) où l’intensité diffusée est corrélée à la 
taille relative des cellules, et orthogonalement à l’axe du laser (Side Scatter ou SS) où 
l’intensité est corrélée à la présence d’inclusions cytoplasmiques. La fluorescente est 
également analysée orthogonalement à l’axe du laser. Pour analyser rapidement la lumière 
émise par l’objet, cette lumière est décomposée par le banc optique en plusieurs domaines 
spectraux correspondant aux maxima d’émission de certains fluorophores courants. 
L’intensité lumineuse est ensuite mesurée par des photodétecteurs.  
La troisième partie est le système électronique et informatique permettant de traiter 
les signaux en provenance des détecteurs, de représenter les résultats des mesures et de 
calculer les statistiques associées à ces mesures. Les mesures peuvent être représentées 
sous la forme d’histogrammes ou de nuages de points. 
 
Protocole expérimental 
1°) Culture cellulaire 
Les cellules BT-474 ou ZR-75 sont ensemencées dans une plaque de culture 24 puits à raison 
de 1,5.105 cellules par puits, puis les cellules sont laissées adhérer pendant 24 heures.  
Les cellules sont alors incubées avec 100 µg/ml de polymersomes non fonctionnalisés ou 
fonctionnalisés par l’Herceptine®, dans du milieu RPMI 1640 (supplémenté avec 10% de 
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sérum, 100 unités/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 0,292 mg/ml de L-
glutamine), pendant 1 heure, 3 heures ou 5 heures à 37 °C. 
Pour les cellules BT-474, deux conditions supplémentaires sont testées : 1) les cellules BT-
474 sont préincubées avec 2,5 µg/ml d’Herceptine® non fluorescent, pendant 30 minutes à 
37 °C. Elles sont ensuite lavées avec du tampon PBS (+ Ca2+/+ Mg2+) puis incubées avec 100 
µg/ml de polymersomes fonctionnalisés par l’Herceptine® ; 2) les cellules BT-474 sont co-
incubées avec 100 µg/ml de polymersomes fonctionnalisés par l’Herceptine® et 2,5 µg/ml 
d’Herceptine® non fluorescent.  
Pour chaque type de cellules, 3 contrôles sont préparés : des cellules sans traitement, des 
cellules marquées par 2,5 µg/ml d’Herceptine®-fluorescéine (30 minutes, 37 °C) et enfin des 
cellules marquées par de l’iodure de propidium (PI), un marqueur de cellules nécrotiques 
(les cellules sont incubées avec 5 µg/ml de PI pendant quelques minutes avant d’analyse). 
Chaque condition est préparée  en duplicat. 
 
2°) Analyse par cytométrie en flux 
Pour l’analyse en cytométrie en flux, les cellules sont lavées avec du tampon PBS (- Ca2+/- 
Mg2+) après incubation dans différentes conditions. Elles sont détachées par 50 µl de 
Trypsine (0,5 %) par puits (3 minutes, 37 °C). L’action de la trypsine est arrêtée par ajout de 
100 µl du milieu RPMI 1640 complet. Les cellules sont transférées dans un tube de 250 µl, 
complétées par 100 µl de tampon PBS (+Ca2+/+ Mg2+) froid. Les cellules sont centrifugées à 
800 g, 5 minutes à température ambiante. Le culot cellulaire est lavé une fois par 200 µl de 
tampon PBS (+ Ca2+/+ Mg2+) froid. Les cellules sont finalement reprises dans 100 µl de 
tampon A froid et transférées dans des tubes appropriés pour le cytomètre (FC500, 
BECKMAN COULTER) prérefroidis. Ces tubes contenant les cellules sont gardés sur de la 
glace avant d’être analysés par cytométrie en flux. 
La cytométrie en flux analyse individuellement la fluorescence associée aux cellules. Si les 
cellules sont ciblées par les polymersomes fonctionnalisés, elles sont détectées comme FITC-
positives. Pour éliminer les signaux produits par des cellules nécrotiques, les échantillons 
sont incubés avec 5 µg/ml de PI pendant quelques minutes avant d’être passés au cytomètre. 
Les échantillons sont ensuite analysés en mesurant 10 000 évènements. 
Les résultats sont analysés à l’aide du logiciel CXP. On mesure deux fluorescences différentes 
pour chaque échantillon : FITC et PI. Comme le montre la Figure II-17, les deux 
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fluorochromes peuvent simultanément être excités à 488 nm. La fluorescence émise par la 
fluorescéine est mesurée entre 505 et 545 nm (canal FL1) et la fluorescence du PI entre 605 
et 635 nm (canal FL3) ce qui correspond approximativement à leurs maximum d’émission.  
 
 
 
Figure II-17 : Spectres d’absorption et d’émission normalisés, de la fluorescéine (Vert), et du PI 
(Bleu). Les spectres d’absorption sont représentés par les lignes en pointillés et les spectres 
d’émission par les lignes continues. Rectangle vert : fenêtre détectée par FL1 ; rectangle rouge : 
fenêtre détectée par FL3. D’après : http://probes.invitrogen.com/servlets/spectraviewer  
 
 
On peut remarquer que la fluorescéine émet également de la fluorescence dans le canal FL3. 
La contribution de la fluorescéine dans ce canal sera éliminée par une opération appelée 
compensation. La compensation consiste à soustraire 5% du signal du canal FL1 au canal FL3. 
Après compensation, chaque canal correspond uniquement à la fluorescence d’un seul 
fluorophore. La compensation est vérifiée à chaque expérience à l’aide de cellules 
simplement marquées par les deux fluorochromes. Un exemple est présenté en Figure II-18.  
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Figure II-18 : Exemple de compensation. 1) cellules BT-474 sans traitement ; 2) cellules BT-474 
marquées par PI ; 3) cellules BT-474 marquées par Herceptine®-fluorescéine, avant compensation ; 4) 
cellules BT-474 marquées par Herceptine®-fluorescéine, après compensation. Fenêtre A : bruit du 
tampon ; Fenêtre B : cellules BT-474 ; Fenêtre D : cellules nécrotiques dans la fenêtre B ; Fenêtre E : 
cellules BT-474 vivantes et marquées par Herceptine®-fluorescéine. 
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D’après les cellules BT-474 sans traitement, nous pouvons déterminer respectivement les 
seuils de positivité de fluorescence pour la fluorescéine et pour le PI (Figure II-18, 1). Parmi 
les cellules BT-474 incubées avec PI, 5,8% sont marquées et aucun signal n’est détecté dans 
le canal FL1 (Figure II-18, 2). Cependant, lorsque les cellules BT-474 sont simplement 
marquées par la fluorescéine, les signaux sont aussi détectés dans le canal FL3 (Figure II-18, 
3). La compensation sert donc à soustraire ces signaux artificiels (Figure II-18, 4). 
 
 
II-4.2.2 Microscopie de fluorescence 
3.104 de cellules (BT-474 ou ZR-75) par condition sont ensemencées dans un µ-Slide 8 Well 
ibiTreat (Biovalley) et laissées adhérer pendant 24 heures. Les différentes conditions 
utilisées pour incuber les polymersomes aux cellules BT-474 ou ZR-75 sont listées dans le 
Tableau II-11.  
 
Condition NP NP-Her NP-Her + Her froid 
BT-474 
100 µg/ml 100 µg/ml 
100 µg/ml NP-Her + 2,5 µg/ml 
ZR-75  
 
Tableau II-11 : Différentes conditions pour l’incubation des polymersomes avec les cellules. 
L’incubation est faite à 37 °C pendant 1 heure. NP : polymersomes non fonctionnalisés ; NP-Her : 
polymersomes fonctionnalisés ; Her froid : l’Herceptin® non fluorescent.  
 
Les cellules BT-474 sont aussi incubées avec 2,5 µg/ml d’Herceptine®-FITC en présence de 
0/2,5/25/250 µg/ml d’Herceptine® non fluorescent, à 37 °C pendant 30 minutes. 
 
Avant l’observation par microscopie de fluorescence, les cellules sont lavées 2 fois par du 
milieu RPMI1640 complet sans Phénol rouge.  
 
Les cellules ont été observées avec un microscope IX81 Olympus équipé pour faire des 
observations en transmission ou en fluorescence par l’intermédiaire de cubes de 
fluorescence. 
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Les cellules marquées au FITC ont été observées par l’intermédiaire du cube de fluorescence 
U-MNIBA2 équipé d'un filtre d’excitation passe-bande (470-490nm), d'un miroir dichroïque 
(505nm) et d'un filtre d'émission passe-bande (510-550nm). 
L’iodure de propidium (PI), qui s’intercale dans l'ADN pour la visualisation du noyau, a été 
observé par l’intermédiaire du cube de fluorescence U-MWG2 équipé d’un filtre d'excitation 
passe-bande (510-550nm), d’un miroir dichroïque (570nm) et d’un filtre d'émission passe-
haut (590nm). 
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III Résultats 
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La stratégie envisagée pour fonctionnaliser des nanoparticules avec des anticorps puis pour 
caractériser les capacités de ciblage des nanoparticules fonctionnalisées au niveau de 
cellules cancéreuses est présentée en Figure III-1.  
 
 
 
Figure III-1 : Développement de polymersomes PTMC-b-PGA fonctionnalisés par des agents 
de ciblage pour cibler des cellules du cancer du sein. 
 
 
Mon travail de thèse a comporté trois parties principales : 
1- Production de protéines de fusion entre l’Anx5 et des scFvs ; 
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2- Fonctionnalisation de polymersomes PTMC-b-PGA par des anticorps Herceptine® via 
l’Anx5-ZZ ; 
3- Caractérisation des propriétés de ciblage de polymersomes PTMC-b-PGA 
fonctionnalisés par des anticorps Herceptine® au niveau de cellules cancéreuses 
exposant le récepteur HER2. 
 
Ces trois parties seront traitées respectivement dans les parties III-1, III-2 et III-3.  
 
 
III-1 Expression de protéines recombinantes Anx5-scFv 
L’objectif de cette partie du travail était de développer des protéines de fusion contenant 
des fragments d’anticorps de type « single chain Fv » (scFv) en vue de leur couplage à des 
polymersomes. La stratégie choisie a consisté à produire des protéines de fusion entre la 
protéine Anx5 et des scFvs. Le choix d’une telle stratégie, à savoir produire des protéines de 
fusion contenant des scFvs, plutôt que des scFvs seuls, est la difficulté reconnue de produire 
des scFvs seuls, principalement chez E.coli (Robert et al. 2005). L’idée est donc de conjuguer 
le scFv à une protéine ou un domaine qui s’exprime aisément et favorisera le repliement 
natif de l’ensemble. L’Anx5 a été choisie comme base des protéines de fusion parce que 
plusieurs protéines de fusion basées sur l’Anx5 ont déjà été produites au sein du laboratoire. 
Une de ces protéines de fusion est l’Anx5-ZZ (ou Anx5-Z) qui sert de plate-forme de liaison 
d’anticorps (Bérat et al. 2007) et qui constitue une autre approche de fonctionnalisation 
mise en œuvre dans ma thèse (voir la partie III-2). Une seconde raison d’utiliser l’Anx5 
comme base des protéines de fusion avec des scFvs est que des mutants de l’Anx5 exposant 
un groupe cystéine très accessible et utilisable pour le couplage orienté à des particules ont 
été produits au laboratoire. En conséquence, l’objectif était de produire des protéines de 
fusion entre une version modifiée de l’Anx5 possédant un groupe SH accessible et un scFv, 
puis d’utiliser ce groupe SH pour le couplage covalent aux polymersomes.   
Concernant le choix du scFv, il est important de noter qu’au début de cette étude, et au 
début du projet NANOTHER lui-même, la cible contre laquelle devait être dirigées les 
polymersomes fonctionnalisés n’avait pas été choisie. Le choix du cancer du sein, et de 
systèmes modèles cellulaires exprimant le récepteur HER2, a été effectué lors de la réunion 
du projet NANOTHER qui s’est tenue à Bordeaux du 4 au 8 Octobre 2010, soit un an après le 
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début de ma thèse. Il a donc été décidé dans un premier temps de mettre au point le 
développement de protéines de fusion sur les systèmes de référence. Comme notre groupe 
était alors partenaire d’un projet ANR (IMATHABIO) coordonné par le Dr. Gisèle Clofent-
Sanchez (UMR RMSB, Bordeaux), projet orienté vers le développement de nanoparticules 
magnétiques fonctionnalisées par des anticorps pour le ciblage de l’athérosclérose et que le 
groupe de G. Clofent-Sanchez s’intéressait à la synthèse de fragments d’anticorps scFv 
dirigés contre l’intégrine αIIbβ3 de la plaquette sanguine (Jacobin et al. 2002), nous avons 
naturellement choisi ces scFvs comme système de référence, principalement le scFv TEG4. 
Etant donné que des difficultés de production du scFv TEG4 soluble avaient été reportés 
(Robert et al. 2005), nous avons également sélectionné un autre système, le scFv 13R4, qui 
est un scFv dirigé contre la β-galactosidase, dont l’équipe du Dr. Pierre Martineau avait 
démontré la production en système bactérien (Martineau, Jones, et Winter 1998). 
La bactérie E.coli a été choisie comme système d’expression pour plusieurs raisons : une 
croissance rapide, une génétique très étudiée, des manipulations génétiques faciles, une 
durée relativement courte entre la transformation et la purification de protéines, la 
production élevée de protéines, le faible coût de production et l’expertise dans notre 
laboratoire. Même si dans le système E.coli les modifications post-traductionnelles 
nécessaires aux protéines eucaryotes n’existent pas, il reste adapté à l’expression de scFv car 
ce dernier a une structure assez simple (voir la partie I-2.3.3.1.1) et il n’est pas glycosylé. 
Trois souches E.coli ont été utilisées dans ce travail : BL21(DE3)pLysS, Origami2(DE3)pLysS et 
PM12. BL21(DE3)pLysS est une souche couramment utilisée pour l’expression de protéines 
dans le cytoplasme. Origami2(DE3)pLysS est une souche recommandée pour l’expression de 
protéines qui nécessitent la formation de ponts disulfures pour obtenir un repliement 
correct. PM12 est déficiente en β-galactosidase et appropriée pour l’expression du scFv 
13R4 qui est dirigé contre la β-galactosidase. 
 
III-1.1 Expression de protéines recombinantes Anx5-TEG4 
La production de protéines de fusion Anx5-scFv a été d’abord étudiée avec le scFv TEG4. 
Robert et al. ayant montré que la majorité du TEG4 exprimé dans le cytoplasme d’E.coli est 
sous forme insoluble (Robert et al. 2005), la fusion d’Anx5 avec le TEG4 a pour but de 
faciliter l’expression du TEG4 et d’obtenir une protéine de fusion (Anx5-TEG4) native et 
active,  afin d’utiliser ce produit pour la fonctionnalisation des polymersomes. 
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III-1.1.1 Expression dans la souche BL21(DE3)pLysS  
Dans un premier temps, la souche BL21(DE3)pLysS a été utilisée pour exprimer la protéine 
recombinante Anx5-TEG4. 
 
III-1.1.1.1 Expression de l’Anx5SH-TEG4 
Le gène codant pour le TEG4 a été obtenu du plasmide pHOG21-TEG4, fourni par le Dr. G. 
Clofent-Sanchez. Lorsque j’ai débuté cette étude, le plasmide pET11b-Anx5SH-TEG4 avait été 
construit par le Dr. Sophie Lajus et était disponible au laboratoire. L’Anx5SH est un mutant de 
l’Anx5 dans lequel la seule cystéine de l’Anx5wt a été remplacée par une serine et une 
cystéine a été introduite en position 163 (Bérat et al. 2007). Le groupe thiol (SH) ainsi créé 
est très accessible pour un couplage chimique ultérieur. L’expression de la protéine 
recombinante Anx5-scFv a donc été commencée par l’expression du système modèle 
Anx5SH-TEG4. 
Afin d’optimiser l’expression et le repliement de protéines recombinantes, différents 
paramètres d’expression peuvent être variés. Parmi ceux-ci, citons la composition du milieu 
de culture, la température de croissance des bactéries, la concentration d’IPTG et le temps 
d’expression. Un problème majeur rencontré dans l’expression de protéines recombinantes 
est le mauvais repliement des protéines, qui induit leur agrégation sous forme de produits 
insolubles appelés corps d’inclusion. En règle générale, le repliement correct des protéines 
recombinantes peut être favorisé, et donc la tendance à l’agrégation des protéines peut être 
diminuée, en réduisant le niveau de production des protéines, ce qui est réalisé en 
diminuant la température de croissance, la concentration d’IPTG et le temps d’expression. 
Au cours de l’expression de l’Anx5SH-TEG4, les paramètres cités précédemment ont été 
testés un par un en fixant les autres pour que les résultats soient comparables. Après 
induction de l’expression pendant une certaine durée, les protéines cytoplasmiques sont 
extraites de bactéries par sonication. L’extrait est clarifié par centrifugation. Le surnageant, 
appelé ici le CFE (cell-free extract), contient les protéines cytoplasmiques et les autres 
éléments solubles. Le culot contient des éléments insolubles comme les fragments 
membranaires bactériens, les corps d’inclusion, etc. Pour chaque expression, le surnageant 
et le culot sont analysés par SDS-PAGE pour évaluer l’état d’expression de protéines 
d’intérêt et pour les localiser. La protéine d’intérêt est repérée par SDS-PAGE grâce à sa taille 
théorique et à sa grande quantité, dans le cas où elle est surexprimée. 
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Comme le montre la Figure III-2, l’Anx5SH-TEG4, de masse moléculaire 62 KDa, est 
surexprimée à 30°C, et la quantité de protéine produite est augmentée en prolongeant le 
temps d’expression de 2 heures à 16 heures. Cependant, la majorité de l’Anx5SH-TEG4 
surexprimée est insoluble. La réduction de la température d’expression de 30°C à 16°C 
diminue beaucoup la quantité des protéines exprimées, mais cela n’augmente pas la 
quantité de protéines solubles (Figure III-2A). Différents milieux de culture ont été testés 
(voir le Tableau II-4). Cependant, ce paramètre n’a pas d’effet sur l’expression de protéines 
solubles (Figure III-2C). En outre, la variation de la concentration d’IPTG montre une 
corrélation entre la quantité de protéines surexprimées et la concentration d’IPTG, ce qui est 
attendu (Figure III-2B). Cependant, cela ne favorise pas la production de l’Anx5SH-TEG4 sous 
forme soluble. 
 
 
 
Figure III-2 : Expression de l’Anx5SH-TEG4 dans BL21(DE3)pLysS sous différentes conditions, 
analysée par SDS-PAGE. A) Influence du temps et de la température d’expression. Milieu de culture : 
LB ; Concentration d’IPTG : 0,4 mM. B) Influence de la concentration d’IPTG. Milieu de culture : LB ; 
Température : 30°C ; Temps d’expression : 2 heures. C) Influence de la composition du milieu de 
culture. Température : 30 °C ; Temps d’expression : 2 heures ; Concentration d’IPTG : 0,4 mM. Flèche 
rouge : l’Anx5SH-TEG4 surexprimée. S : surnageant (CFE) de l’extrait ; C : culot de l’extrait. MW : 
marqueur de masse moléculaire. 
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En conclusion, la variation des quatre paramètres extrinsèques évoqués (temps d’expression, 
température d’expression, composition du milieu de culture, concentration d’IPTG) ne 
permet pas d’obtenir la protéine Anx5SH-TEG4 sous forme soluble. La baisse de la 
concentration d’IPTG, de la température et du temps d’expression diminue la quantité 
d’Anx5SH-TEG4 exprimée, sans favoriser la production d’Anx5SH-TEG4 soluble. 
 
III-1.1.1.2 Construction de pET11b-Anx5SH(ou Anx5wt)-polyN-TEG4 
Une hypothèse qui pourrait expliquer la production de protéine de fusion sous forme 
insoluble est la présence de gène stérique entre les deux partenaires, empêchant le bon 
repliement de l’ensemble. Afin de limiter la possibilité d’interférence provoquée par 
l’encombrement stérique entre l’Anx5SH et le TEG4, il a été décidé d’ajouter un linker 
peptidique entre les deux protéines. En effet, un linker peptidique est souvent inséré entre 
deux protéines ou domaines d’une protéine recombinante pour les espacer et réduire 
l’interaction entre eux (George et Heringa 2002). La séquence du linker est particulièrement 
importante pour la construction d’une protéine recombinante fonctionnelle. Plusieurs 
études, qui ont été réalisées sur la sélection de linkers (Argos 1990; Alfthan et al. 1995; 
Robinson et Sauer 1998; Crasto et Feng 2000), montrent que la flexibilité et le caractère 
hydrophile du linker sont particulièrement importants.  
Nous avons choisi un linker poly-asparagine, car l’étude de L.H. Bradley a montré que ce type 
de linker sépare deux protéines et les permet de plier indépendamment (Bradley et al. 2005). 
La séquence d’un linker constitué de 17 acides aminés dont 13 sont des asparagines (N) a 
été fournie par Majid Noubhani (ESTBB, Bordeaux, France) (Figure III-3). Ce linker sera 
appelé « polyN ».  
 
 
 
Figure III-3 : Séquence du linker polyN. Les sites d’enzyme de restriction sont repérés en rouge. La 
séquence d’acides aminés traduite est en bleu. G : glycine ; S : sérine ; N : asparagine. 
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Le principe de la construction du plasmide pET11b-Anx5SH-polyN-TEG4 est d’insérer une 
séquence d’ADN correspondant à polyN dans le plasmide pET11b-Anx5SH-TEG4, entre la 
séquence de l’Anx5SH et celle du TEG4 (Figure III-4). Cela est réalisable grâce à la présence 
d’un site unique NheI qui se situe entre la séquence de l’Anx5SH et celle du TEG4. La 
séquence du linker polyN contenant les extrémités cohésives de NheI est obtenue par 
hybridation des oligonucléotides dessinés (Figure III-3). La digestion de pET11b-Anx5SH-TEG4 
par NheI permet d’y insérer la séquence cohésive du linker polyN par ligature des extrémités. 
Le succès de l’insertion peut être confirmé par digestion par l’enzyme de restriction BamHI. 
En effet, le plasmide pET11b-Anx5SH-TEG4 a un site unique BamHI. L’insertion de la séquence 
du linker polyN possédant un autre site BamHI fait que le nouveau plasmide pET11b-Anx5SH-
polyN-TEG4 a deux sites BamHI. Par conséquent, seul le plasmide pET11b-Anx5SH-polyN-
TEG4 peut libérer un insert suite à une digestion simple par BamHI. Cependant, puisque les 
extrémités digérées par NheI sont les mêmes, la séquence du linker polyN peut être insérée 
dans deux sens, ce qui nécessite d’être vérifié par séquençage.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-4 : Principe de la construction du plasmide pET11b-Anx5SH-polyN-TEG4. 
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En parallèle à la construction du plasmide pET11b-Anx5SH-polyN-TEG4 contenant le gène 
codant pour l’Anx5SH, le plasmide pET11b-Anx5wt-polyN-TEG4 a été construit à partir du gène 
codant pour l’Anx5wt. Le principe de la construction est présenté en Figure III-5. Tout 
d’abord, le plasmide pET11b-Anx5wt-TEG4 est construit à partir des plasmides pET11b-
Anx5wt-ZZ (ZZ : voir la partie I-3.1.2.1) et pET11b-Anx5SH-TEG4, en remplaçant le fragment 
d’ADN de ZZ du plasmide pET11b-Anx5wt-ZZ par celui du TEG4 par double digestion 
NheI/BamHI. Le linker polyN est ensuite inséré dans le plasmide pET11b-Anx5wt-TEG4 afin 
d’obtenir pET11b-Anx5wt-polyN-TEG4, comme décrit précédemment (Figure III-4). 
 
 
 
Figure III-5 : Principe de la construction du plasmide pET11b-Anx5wt-polyN-TEG4. 
 
 
III-1.1.1.3 Expression de la protéine de fusion Anx5SH (ou Anx5wt)-polyN-TEG4 
Avant d’effectuer l’expression, les séquences des plasmides pET11b-Anx5SH (ou Anx5wt)-
polyN-TEG4 ont été vérifiées. Pour comparer avec l’Anx5SH-TEG4, les essais d’expression des 
Anx5SH-polyN-TEG4 ont d’abord été réalisés dans la souche BL21(DE3)pLysS. La taille 
théorique de l’Anx5SH-polyN-TEG4 est 64 KDa. L’analyse de l’extrait bactérien (CFE et culot) 
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par SDS-PAGE montre que 1) l’Anx5SH-polyN-TEG4 est surexprimée et que 2) environ la 
moitié des protéines recombinantes se trouve dans la fraction soluble (Figure III-6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-6 : Expression de l’Anx5SH-polyN-TEG4 dans BL21(DE3)pLysS, analysée par SDS-PAGE. 
Température d’expression : 30°C; Temps d’expression : 3 H; Concentration d’IPTG : 0,4 mM. Flèche 
rouge : Anx5SH-polyN-TEG4 surexprimée. S : surnageant (CFE) de l’extrait ; C : culot de l’extrait. MW : 
marqueur de masse moléculaire. 
 
 
Les protéines Anx5SH-polyN-TEG4 présentes dans la fraction soluble (CFE) sont probablement 
bien repliées et sous forme active. J’ai ensuite entrepris la purification de l’Anx5SH-polyN-
TEG4 par chromatographie d’exclusion de taille. Le CFE a été déposé sur la colonne 
Superdex200 16/60 et différentes fractions ont été collectées puis analysées par SDS-PAGE 
(Figure III-7). Les protéines Anx5SH-polyN-TEG4 se trouvent dans le volume mort de la 
colonne (fraction X1 à X3). La limite d’exclusion de la colonne utilisée pour des protéines 
globulaires est 600 KDa. C’est-à-dire que les protéines globulaires ayant une masse 
moléculaire supérieure à 600 KDa sont éluées de la colonne après le passage d’un volume de 
phase mobile égal au volume interstitiel, ou volume mort, de la colonne. La présence de 
l’Anx5SH-polyN-TEG4 qui ne fait que 64 KDa dans le volume mort peut s’expliquer de deux 
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façons : 1) la protéine recombinante Anx5SH-polyN-TEG4 étant constituée de deux domaines 
protéiques liés par un linker flexible ne ressemble pas à une protéine globulaire. Sa taille 
apparente pourrait être supérieure à celle d’une protéine globulaire de la même masse 
moléculaire ; 2) les Anx5SH-polyN-TEG4 retrouvées dans le CFE sont agrégées. Pour évaluer 
la validité de ces deux hypothèses, deux méthodes ont été utilisées : le QCM-D (voir la partie 
II-3.2.3) et le PAGE en conditions non dénaturantes (voir la partie II-3.2.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-7 : Fractions de la chromatographie d’exclusion de taille du CFE de l’Anx5SH-polyN-TEG4, 
analysées par SDS-PAGE. MW : marqueur de masse moléculaire ; X1-X3 : volume mort de la colonne; 
A1-A12 : fractions d’élution. Flèche rouge : Anx5SH-polyN-TEG4. 
 
 
Nous avons d’abord étudié par QCM-D la fraction X1 contenant l’Anx5SH-polyN-TEG4. Le but 
de cette expérience est de tester la liaison Ca2+-dépendante entre la partie Anx5SH de la 
protéine recombinante et une bicouche lipidique DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) chargée 
négativement. En effet, l’Anx5 présente la propriété de se fixer réversiblement à des 
membranes anioniques avec une très haute affinité, en présence de calcium (voir la partie I-
3.1.2.2).  
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Le signal QCM-D de liaison de l’Anx5SH-polyN-TEG4 a été comparé au signal de liaison de 
l’Anx5, utilisé comme référence. L’expérience est réalisée en tampon A5 supplémenté de 2 
mM Ca2+ ou en tampon A5 contenant 2 mM EGTA. Cette expérience comporte trois étapes, 
comme indiqué sur la Figure III-8 :  
1) Formation d’une bicouche lipidique supportée par dépôt de SUVs composées de 
DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) sur le support de quartz couvert de silice : adsorption des 
SUVs puis rupture (flèche 1), 
2) Liaison d’Anx5 (A) ou de la fraction X1 contenant l’Anx5SH-polyN-TEG4 (B) en 
présence de Ca2+ (flèche 2) 
3) Désorption induite par l’EGTA (flèche 3). 
 
 
 
Figure III-8 : Liaison d’Anx5 (A) et de la fraction X1 (B) sur une bicouche lipidique supportée, par 
QCM-D. Les courbes présentent les variations de masses adsorbées (courbe du haut, en bleu) et de 
dissipation (courbes du bas, en rouge) en fonction du temps, lors des injections successives de SUVs 
DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) (flèche1), Anx5 (flèche 2, A) ou fraction X1 contenant l’Anx5SH-polyN-TEG4 
(flèche 2, B) et tampon A5 contenant 2 mM EGTA (flèche 3). Les injections de tampon A5 contenant 2 
mM Ca2+ sont indiquées par une flèche en pointillé. Pour chaque expérience les SUVs DOPC / DOPS 
(4 : 1, m/m) sont à une concentration de 100 μg/ml, les Anx5 sont à 20μg/ml et la fraction X1 est à 20 
µg/ml. 
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Les valeurs de masse et dissipation obtenues sont respectivement de 460 ng/cm2 et ≈ 0.10-6 
pour la bicouche supportée et de 275 ng/cm2 et < 0,1.10-6 pour une monocouche d’Anx5 à 
saturation, en accord avec les valeurs attendues (Richter et al. 2005). Le rinçage en EGTA, 
un chélateur du Ca
2+
, conduit au déplacement de l’Anx5, ce qui est attendu et correspond à la 
nature Ca
2+
-dépendante de la liaison de l’Anx5 aux membranes anioniques (Figure III-8A). 
Contrairement à l’Anx5 dont une seule injection à 20 µg/ml suffit pour saturer la surface 
lipidique, la Figure III-8-B indique que trois injections successives de la fraction X1 ne 
suffisent pas pour atteindre la saturation. De plus, ces injections sont suivies par une 
augmentation très importante de valeur de masse, d’environ 1375 ng/cm2, et par une 
augmentation très importante de la dissipation (≈ 23.10-6). Ces valeurs indiquent que les 
éléments contenus dans la fraction X1 liés à la bicouche ont une masse élevée et qu’ils sont 
flexibles, ce qui est la caractéristique d’agrégats protéiques. Le fait que ces éléments restent 
liés lors des lavages en tampon A5 contenant 2 mM Ca2+ indique que leur liaison est stable. 
Le rinçage en EGTA n’a déplacé qu’une petite partie des éléments liés, et la majorité reste 
liée à la bicouche. Ceci pourrait s’expliquer par la nature multivalente de l’interaction entre 
des agrégats et la bicouche lipidique. 
 
Il faut noter que la fraction X1 contient, outre l’Anx5SH-polyN-TEG4 dont la quantité est 
majoritaire, d’autres protéines. Nous ne pouvons donc pas exclure que d’autres protéines 
que l’Anx5SH-polyN-TEG4 ne se lient à la bicouche. Cependant, dans l’état de nos 
connaissances sur la liaison entre l’Anx5 et les membranes, il est très peu probable que la 
liaison observée avec l’Anx5SH-polyN-TEG4 provienne de protéines autres que l’Anx5. Les 
résultats obtenus (masse adsorbée importante, grande flexibilité et déplacement difficile par 
EGTA) indiquent que les Anx5SH-polyN-TEG4 contenues dans la fraction X1 sont agrégées. 
 
Afin de caractériser l’état d’agrégation des Anx5SH-polyN-TEG4 de manière plus approfondie, 
les fractions X ont été analysées par PAGE en conditions non dénaturantes. Cette méthode 
permet d’apporter une information supplémentaire quant à l’état d’agrégation des 
protéines. Les protéines en gel non dénaturant sont à l’état natif. La migration de protéines 
en gel non dénaturant ne se fait pas uniquement en fonction de la masse mais aussi en 
fonction de la charge et de la taille. Les marqueurs de masse moléculaire commerciaux 
utilisés pour les gels dénaturants ne sont pas appropriés pour caractériser la migration dans 
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un gel non dénaturant. J’ai utilisé deux protéines comme repère de migration : l’Anx5wt (35,6 
KDa) et le dimère d’Anx5SH (71,2 KDa). Comme le montre la Figure III-9 A, les fractions X1 à 
X3 présentent des bandes migrant peu dans le gel, aucune bande ne migrant entre l’Anx5 et 
le dimère d’Anx5SH et aucune bande dominante. De plus, dans les puits et le gel de 
concentration, on note la présence d’agrégats protéiques qui sont très grands et ne peuvent 
pas rentrer dans le gel de séparation. Une partie de ces agrégats protéiques disparait en 
présence de β-mercaptoéthanol (Figure III-9 B), ce qui suggère fortement que les agrégats 
protéiques sont dûs à la formation de ponts disulfures indésirables, probablement entre 
molécules d’Anx5SH-polyN-TEG4.  
 
 
 
Figure III-9 : Analyse des fractions X par PAGE en conditions non dénaturantes. A) sans β-
mercaptoéthanol (β) ; B) avec β-mercaptoéthanol (β). Chauffé : l’échantillon est chauffé à 90°C 
pendant 10 minutes pour une réduction efficace de ponts disulfures. 
 
 
En conclusion, l’insertion du linker polyN entre l’Anx5SH et le scFv TEG4 a amélioré la 
surexpression des protéines recombinantes, environ 50% des protéines recombinantes 
surexprimées se trouvant dans la partie soluble. Cependant, la purification de l’Anx5SH-
polyN-TEG4 par chromatographie d’exclusion a montré qu’elle avait une masse apparente 
supérieure à 600 KDa. Les analyses par QCM-D et par PAGE en conditions non dénaturantes 
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indiquent que les Anx5SH-polyN-TEG4 présentes dans le CFE sont agrégées, probablement à 
cause de la formation de ponts disulfures indésirables. 
 
Etant donné que l’Anx5SH possède une cystéine (-SH) unique en position 163 qui est très 
accessible et le scFv TEG4 possède 4 cystéines, les possibilités de formation de ponts 
disulfures sont nombreuses, comme présenté en Figure III-10. Les Anx5SH pourraient former 
des ponts disulfures entre elles (Figure III-10 C). La cystéine de l’Anx5SH pourrait interagir 
avec les cystéines du scFv TEG4, ce qui déstabiliserait le repliement de TEG4 et induirait 
l’agrégation de la protéine recombinante (Figure III-10 A et B). Les TEG4 pourraient aussi 
interagir entre eux (Figure III-10 D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-10 : Schéma de différentes possibilités de formation de ponts disulfures entre l’Anx5SH et 
le scFv-TEG4. 
 
 
Etant donné que le cytoplasme de la souche BL21(DE3)pLysS est réducteur, il est probable 
que la formation de ponts disulfures et l’agrégation des Anx5SH-polyN-TEG4 observées dans 
le CFE se produise après l’étape d’extraction des protéines. 
 
Dans le but d’éliminer les possibilités de formation de pont disulfure impliquant la cystéine (-
SH) très accessible de l’Anx5SH, l’Anx5SH a été ensuite remplacée par l’Anx5wt dont la cystéine 
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unique en position 314 est enfouie à l’intérieur de l’Anx5wt et est quasi inaccessible, comme 
le montre l’absence de formation spontanée de dimères d’Axn5wt. 
L’Anx5wt-polyN-TEG4 (64 KDa) a été donc exprimée dans BL21(DE3)pLysS à 16 °C pendant 16 
heures avec une concentration finale d’IPTG à 0,4 mM. Le surnageant (CFE) et le culot de 
l’extrait  cellulaire ont été analysés par PAGE en conditions dénaturantes et non 
dénaturantes (Figure III-11). L’analyse en conditions dénaturantes montre que l’Anx5wt-
polyN-TEG4 est surexprimée et que la majorité (environ 80 %) se trouve dans la fraction 
soluble (CFE), ce qui est supérieur au taux d’expression de l’Anx5SH-polyN-TEG4 (Figure III-6). 
Cependant l’analyse du CFE par PAGE en conditions non dénaturantes ne montre pas une 
bande contenant des protéines surexprimées, et des agrégats protéiques sont détectés au 
niveau du puits et du gel de concentration. Ceci indique que les Anx5wt-polyN-TEG4 
surexprimées dans ces conditions sont très probablement agrégées. 
Ces résultats indiquent donc que la présence de la cystéine (SH) de l’Anx5SH n’est pas le 
facteur dominant qui provoque l’agrégation de la protéine recombinante après extraction. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-11 : Expression de l’Anx5wt-polyN-TEG4 dans BL21(DE3)pLysS, analysée par PAGE.  A) 
Conditions dénaturantes ; Anx5 M : monomère d’Anx5wt ; Anx5 D : Anx5S-SAnx5. B) Conditions non 
dénaturantes. S : surnageant (CFE) de l’extrait ; C : culot de l’extrait. MW : marqueur de masse 
moléculaire.  
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J’ai donc utilisé ensuite la souche bactérienne Origami2(DE3)pLysS, dont le cytoplasme est 
oxydant, dans l’objectif de favoriser la formation correcte de ponts disulfures au cours de 
l’expression et stabiliser ainsi les protéines exprimées. 
 
 
III-1.1.2 Expression dans la souche Origami2(DE3)pLysS 
Les quatre protéines recombinantes construites, l’Anx5SH-TEG4, l’Anx5SH-polyN-TEG4, 
l’Anx5wt-TEG4 et l’Anx5wt-polyN-TEG4, ont été exprimées dans la souche Origami2(DE3)pLysS. 
Les extraits bactériens (surnageants et culots) ont été analysés par SDS-PAGE (Figure III-12). 
Malheureusement, aucune des quatre protéines recombinantes ne semble surexprimée.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-12 : Expression dans la souche Origami(DE3)pLysS, analysée par SDS-PAGE. (1) : Anx5wt-
TEG4 ; (2) : Anx5wt-polyN-TEG4 ; (3) : Anx5SH-TEG4; (4) : Anx5SH-polyN-TEG4. MW : marqueur de 
masse moléculaire ; Anx5 M : monomère d’Anx5wt ; Anx5 D : dimère d’Anx5SH ; S : surnageant de 
l’extrait (CFE) ; C : culot de l’extrait. 
 
 
L’utilisation de la souche Origami2(DE3)pLysS s’est donc avérée infructueuse, en raison de 
l’absence de surexpression des protéines recombinantes d’intérêt. Les essais n’ont donc pas 
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été poursuivis car notre but est d’obtenir une grande quantité des protéines recombinantes 
(Anx5-TEG4) pour les études que nous voulons mener.  
 
 
Conclusion de la partie III-1.1 : Nous avons essayé d’exprimer diverses versions d’une 
protéine de fusion constituée de l’Anx5 et du scFv-TEG4, appelées de manière générique 
Anx5-TEG4, dans deux souches bactériennes : BL21(DE3)pLysS et Origami2(DE3)pLysS. 
L’expression de la protéine de fusion Anx5-TEG4 a été d’abord tentée dans la souche 
BL21(DE3)pLysS qui est la souche la plus couramment utilisée pour l’expression de 
protéines. Les premiers essais ont été réalisés avec l’Anx5SH-TEG4, car le plasmide 
correspondant était préalablement disponible au laboratoire. La majorité des Anx5SH-TEG4 
surexprimées était insoluble quels que soient les différents paramètres d’expression. 
L’hypothèse d’une gêne stérique entre l’Anx5SH et le scFv TEG4 a été envisagée, et une 
seconde stratégie a été mise en œuvre, basée sur l’insertion d’un linker, le polyN, entre 
l’Anx5SH et le scFv TEG4 afin de les espacer. Avec cette construction, la moitié des Anx5SH-
polyN-TEG4 surexprimées étaient présentes dans la fraction soluble, mais elles étaient 
agrégées après l’extraction, probablement dû à la formation de ponts disulfures incorrecte. 
L’Anx5SH a été ensuit remplacée par l’Anx5wt dont la cystéine unique en position 314 est 
inaccessible, mais ceci n’a pas amélioré la solubilité des Anx5wt-polyN-TEG4 présentes dans 
la fraction soluble. Ceci suggère que le problème d’agrégation de protéines recombinantes 
après l’extraction provient de la formation de ponts disulfures incorrecte via les cystéines 
de la partie TEG4. Afin de favoriser la formation correcte de ponts disulfures, la souche 
Origami2(DE3)pLysS a été ensuite utilisée. L’ensemble des constructions d’Anx5-TEG4 ont 
été testées, cependant aucune des protéines recombinantes n’est surexprimée dans cette 
souche. Notre but étant d’obtenir des quantités importantes de protéines recombinantes 
pour les études suivantes, l’expression d’Anx5-TEG4 dans la souche Origami2(DE3)pLysS a 
été abandonnée. 
 
 
III-1.2 Expression de protéine recombinante Anx5-13R4 
En raison des résultats négatifs obtenus avec les protéines de fusion Anx5-TEG4, nous avons 
étudié la formation de protéines de fusion entre l’Anx5 et un second scFv, appelé 13R4. Le 
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13R4 est un mutant du scFv 13, scFv humain contre la β-galactosidase. Le 13R4 a été 
sélectionné parce qu’il est reconnu être exprimé sous forme soluble et active dans le 
cytoplasme d’E.coli (Martineau, Jones, et Winter 1998). Par conséquent, l’objectif principal 
de cette étude était de vérifier si le fait de fusionner l’Anx5 au 13R4 a un effet favorisant, ou 
au contraire inhibant, sur l’expression des protéines. 
Une souche déficiente en β-galactosidase est nécessaire pour exprimer le scFv 13R4. Nous 
avons utilisé la souche PM12 qui est un dérivé de la souche BL21(DE3)pLysS dans laquelle le 
gène Tn5 a été inséré dans le gène lacZ pour inactiver la β-galactosidase (Martineau, Jones, 
et Winter 1998). 
 
 
III-1.2.1 Construction de pET11b-13R4 et pET11b-Anx5wt-13R4 
Le gène codant pour le 13R4 nous a été fourni par le Pr. Pierre Martineau dans le plasmide 
pAB1. Nous avons choisi notre plasmide d’expression pET11b pour effectuer l’expression de 
la protéine recombinante Anx5wt-13R4 dans la souche PM12. Le 13R4 est exprimé tout seul 
comme contrôle positif. Le gène codant pour le 13R4 doit être sous cloné dans le plasmide 
pET11b pour construire pET11b-13R4 et pET11b-Anx5wt-13R4. Les Figures III-13 et III-14 
présentent les principes des constructions de pET11b-Anx5wt-13R4 et de pET11b-13R4. 
La construction de pET11b-Anx5wt-13R4 nécessite l’amplification du gène codant pour le 
13R4 en ajoutant un site NheI à son extrémité 5’ et un site BamHI à son extrémité 3’. Le 
fragment d’ADN amplifié (5’-NheI-13R4-BamHI-3’) est digéré par NheI et BamHI,  puis inséré 
dans le plasmide pET11b-Anx5wt-ZZ digéré aussi par NheI et BamHI. On obtient ainsi le 
plasmide pET11b-Anx5wt-13R4 où le gène codant pour ZZ est remplacé par le gène codant 
pour le 13R4. 
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Figure III-13 : Construction du plasmide pET11b-Anx5wt-13R4. 
 
 
La construction de pET11b-13R4 a été effectuée à partir de pET11b-Anx5wt-13R4. Le gène 
codant pour le 13R4 est coupé de pET11b-Anx5wt-13R4 par une double digestion NheI/EcoRI, 
puis inséré dans le plasmide pET11b digéré par NheI/EcoRI. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-14 : Construction du plasmide pET11b-13R4. 
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III-1.2.2 Expression de 13R4 et d’Anx5wt-13R4 
L’Anx5wt-13R4 (67,8 KDa) a été exprimée dans la souche PM12, ainsi que le 13R4 (32,6 KDa) 
qui sert de contrôle positif. Comme le montre la Figure III-15, le scFv 13R4 seul est 
surexprimé en présence d’IPTG, cependant seulement en faible quantité. La majorité des 
protéines était située dans la fraction soluble, ce qui est cohérent avec les résultats obtenus 
par le Pr. P. Martineau (Martineau, Jones, et Winter 1998).  
Par contre, pour l’Anx5wt-13R4, quasiment aucune différence d’expression de protéines n’est 
observée entre les cultures avec ou sans IPTG. La protéine de fusion Anx5wt-13R4 n’est donc 
pas surexprimée dans la souche PM12. 
Cette expérience a été réalisée 3 fois, avec les mêmes résultats négatifs. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-15 : Expression du 13R4 et de l’Anx5wt-13R4 dans la souche PM12, analysée par SDS-PAGE. 
MW : marqueur de masse moléculaire. « - » : sans induction par l’IPTG ; « + » : induction par 0,4 mM 
d’IPTG. S : surnageant de l’extrait (CFE) ; C : culot de l’extrait.  
 
 
Conclusion de la partie III-1.2 : Nous avons utilisé le 13R4, un mutant du scFv 13 (scFv 
humain contre β-galactosidase) qui est exprimé sous forme soluble et active dans le 
cytoplasme d’E.coli, pour construire la protéine recombinante Anx5wt-scFv et essayer de 
l’exprimer dans la souche PM12 déficiente en β-galactosidase. L’objectif de cette étude 
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était de vérifier si le fait de fusionner l’Anx5 au 13R4 avait un effet favorisant, ou au 
contraire inhibant, sur l’expression des protéines.  Nos résultats indiquent l’absence totale 
d’expression de l’Anx5wt-13R4, alors que le 13R4 est légèrement surexprimé dans les 
mêmes conditions. Ce résultat préliminaire indique que le fait de fusionner l’Anx5wt à 
l’extrémité N-terminale du 13R4 a un effet inhibiteur sur l’expression du 13R4 au lieu de 
l’améliorer. En raison du manque de temps, nous n’avons pas pu poursuivre cette étude. 
Entre autre, nous n’avons pas pu étudier si l’ajout du linker polyN entre les deux protéines, 
ou si la fusion de l’Anx5wt en position C-terminale du 13R4 pouvaient améliorer les 
résultats. Les expériences réalisées avec le scFv 13R4 ne permettent donc pas de tirer une 
conclusion définitive. 
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III-2 Fonctionnalisation des polymersomes PTMC-b-PGA par l’Herceptine® via 
l’Anx5-ZZ 
 
La fonctionnalisation des polymersomes PTMC-b-PGA par l’Herceptine® via l’Anx5-ZZ 
comprend trois étapes (Figure III-16) :  
- La première étape consiste à modifier la chimie de surface des polymersomes PTMC-
b-PGA de manière à présenter des groupes maléimides qui sont capables d’interagir 
covalemment avec les thiols.  
- La deuxième étape correspond au couplage covalent de l’Anx5SH-ZZ aux 
polymersomes modifiés, par réaction entre les groupes thiol et maléimide.  
- La troisième étape consiste à coupler l’Herceptine® aux polymersomes-Anx5-ZZ par 
liaison d’affinité entre la partie ZZ et le fragment Fc de l’Herceptine®.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III- 16 : Différentes étapes de fonctionnalisation des polymersomes PMTC-b-PGA par 
l’Herceptine® via l’Anx5-ZZ. MAL : maléimide.  
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La capacité de ciblage des polymersomes PTMC-b-PGA fonctionnalisés par l’Herceptine® via 
l’Anx5-ZZ sera évaluée in vitro sur les cellules BT-474 qui surexpriment les récepteurs HER2.  
 
Ces différentes étapes seront présentées respectivement dans les paragraphes suivants :  
 
 
III-2.1 Modification des polymersomes PTMC-b-PGA par le linker hétéro-bifonctionnel 
NHS-X-maléimide 
 
Pour coupler covalemment l’Anx5SH-ZZ aux polymersomes, les deux acteurs doivent 
posséder des groupes chimiques appropriés. L’Anx5SH-ZZ présente un groupe thiol (-SH), 
tandis que le polymersome ne présente que deux types de groupes réactionnels à sa surface: 
une amine primaire (-NH2) en fin du bloc PGA de chaque molécule de copolymère diblock, et 
des fonctions carboxylate (-COO-) le long du bloc PGA. Les fonctions amine primaire et 
carboxylate ne réagissent pas directement avec les thiols. Il est donc nécessaire de modifier 
l’une de ces fonctions, présentes à la surface des polymersomes, pour pouvoir interagir 
covalemment avec les thiols de l’Anx5SH-ZZ.  
Comme il n’existe pas de linker hétéro-bifonctionnel pour transformer le groupe carboxylate 
en groupe qui peut réagir avec le thiol (« thiol-reactive groups »), nous avons choisi de 
transformer la fonction amine primaire en fin des blocs PGA en groupe maléimide à l’aide de 
linkers hétéro-bifonctionnels (NHS-X-maléimide, voir le Tableau I-2), de manière qui pouvoir 
interagir covalemment avec le thiol. 
Deux approches de modification ont été réalisées, dont les résultats sont décrits ci-dessous. 
La première approche, basée la modification directe de polymersomes préalablement 
synthétisés, est applicable dans le cas où les amines primaires sont accessibles à la surface 
des polymersomes (Figure III-17, A). Par contre, si les amines primaires ne sont pas 
accessibles à la surface des polymersomes, une autre approche doit être appliquée dans 
laquelle les molécules de copolymères individuelles sont modifiées en solvant, puis les 
polymersomes sont synthétisés en mélangeant des proportions choisies de copolymères 
modifiés et non modifiés (Figure III-17, B). 
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Figure III-17 : Modification de la chimie de surface des polymersomes PTMC-b-PGA, avec greffage 
de groupes maléimides, à l’aide du linker hétéro-bifonctionnel NHS-X-maléimide. A) Couplage du 
linker au polymersome préalablement synthétisé ; B) Couplage du linker au copolymère en solvant, 
suivi de la synthèse du polymersome.  
 
 
III-2.1.1 Greffage de groupes maléimides à la surface de polymersomes préalablement 
synthétisés 
La modification de la surface des polymersomes préalablement synthétisés au niveau de 
l’amine primaire a d’abord été effectuée en utilisant le linker SMPB (succinimidyl 4-[p-
maleimidophenyl]butyrate) (Tableau I-2). Comme base de réflexion, nous avons considéré 
que chaque polymersome contient 20 000 copolymères, chacun possédant une amine 
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primaire en extrémité du bloc PGA, il y a donc en principe 10 000 amines primaires 
présentes à la surface de chaque polymersome.  
 
Les polymersomes ont été incubés avec un excès de linkers SMPB, 0,5.1010 molécules de 
SMPB par polymersome, pendant 1 heure à température ambiante. Les linkers 
excédentaires ont été éliminés par centrifugation (13 200 rpm, 15 minutes). La 
quantification des maléimides greffés aux polymersomes, réalisée par la réaction d’Ellman 
(voir la partie II-3.2.7.4), montre qu’il existe environ 7000 maléimides par polymersome 
modifié.  
 
Dans le but de vérifier si les maléimides greffés à la surface des polymersomes étaient 
accessibles, nous avons testé la capacité de couplage des polymersomes modifiés 
(polymersomes-maléimides) aux protéines exposant un groupe thiol (-SH). L’Anx5SH, qui 
possède un seul SH bien accessible, a été utilisée comme système modèle. Le couplage entre 
l’Anx5SH et les polymersomes-maléimides a été analysé à la fois par PAGE en conditions non 
dénaturantes, et par QCM-D. 
 
Le principe de caractérisation de couplage par PAGE en conditions non dénaturantes est 
décrit en Figure III-18. L’Anx5SH seule migre dans le gel et présente une bande lorsque le gel 
est coloré au bleu de Coomassie. Par contre, les polymersomes-maléimides sont très grands 
par rapport aux mailles du gel et ne peuvent pas pénétrer dans le gel. Dans le cas où l’Anx5SH 
est couplée aux polymersomes-maléimides, les Anx5SH couplées aux polymersomes-
maléimides restent dans les puits, alors que les Anx5SH libres rentrent dans le gel. La quantité 
de l’Anx5SH liée aux polymersomes-maléimides peut être estimée par différence entre la 
quantité d’Anx5SH déposée et la quantité d’Anx5SH libre. 
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Figure III-18 : Schéma du couplage d’Anx5SH aux polymersomes modifiés, par PAGE en conditions 
non dénaturantes. En rose : polymersomes-maléimides ; En bleu : Anx5SH. 
 
 
Les résultats d’une expérience de couplage d’Anx5SH aux polymersomes modifiés sont 
présentés en Figure III-19. La partie gauche du gel présente une gamme d’Anx5SH de 0,5 à 2 
µg. Une bande correspondant au dimère d’Anx5SH est observable en gel non réducteur. La 
formation de ces dimères résulte de l’accessibilité du groupe thiol de l’Anx5SH, associée à la 
proximité des protéines dans le gel de concentration. Les dimères observés en gel non 
réducteur ne sont donc à priori pas présents en solution mais se forment lors de l’expérience 
d’électrophorèse. En ce qui concerne le monomère d’Anx5SH, une seule bande est observée 
en gel dénaturant (données non montrées) alors que deux bandes distinctes sont observées 
en gel non dénaturant, qui correspondent certainement à deux conformations différentes de 
l’Anx5SH. Des études antérieures ont montré que seule la bande correspondant à l’espèce 
moléculaire migrant le moins loin est capable de réagir avec des composés munis de groupes 
réactifs des SH (Garnier 2009).  
 
La partie droite du gel présente le résultat du couplage d’Anx5SH aux polymersomes-
maléimides. Cette expérience a été réalisée en incubant 2 µg d’Anx5SH avec des quantités 
croissantes de polymersomes-maléimides, le rapport entre le nombre de moles de 
polymersomes-maléimides et le nombre de moles d’Anx5SH variant de 3 à 100. Les intensités 
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des bandes correspondant au monomère d’Anx5SH qui migre le moins et au dimère d’Anx5SH 
diminuent au fur et à mesure que le rapport molaire polymersome-maléimide/Anx5SH 
augmente, atteignant un minimum pour un rapport molaire polymersome-
maléimide/Anx5SH égal à 100. En parallèle, l’expérience contrôle montre l’absence de liaison 
aspécifique entre l’Anx5SH et les polymersomes non modifiés.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-19 : Couplage de l’Anx5SH à des polymersomes-maléimides, analysé par PAGE en 
conditions non dénaturantes. C-(contrôle négatif) : quantités identiques à la condition « 100 », en 
présence de polymersomes non modifiés.  
 
 
Ces résultats montrent que l’Anx5SH réagit de manière spécifique avec les polymersomes-
maléimides. Cependant, le taux de couplage est très faible, de l’ordre d’une molécule 
d’Anx5SH pour plus de 100 polymersomes-maléimides. 
 
Afin de confirmer l’accessibilité des molécules d’Anx5SH couplées aux polymersomes-
maléimides, nous avons étudié l’interaction entre les polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 et 
une membrane lipidique supportée, par QCM-D (voir la partie II-3.2.3). En effet, l’Anx5 
possède la propriété de se fixer réversiblement à des membranes anioniques avec une très 
haute affinité en présence de calcium et par conséquent des complexes de type PTMC-b-
PGA-Anx5 sont attendus donner un signal caractéristique par liaison à une membrane 
supportée.  
Le signal QCM-D de liaison de l’Anx5 sur des membranes a donc été utilisé comme référence 
par rapport au signal de liaison des polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5. L’expérience est 
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menée en tampon A5 supplémenté de 2 mM Ca2+ ou en tampon A5 contenant 2 mM EGTA. 
Les polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 utilisés pour cette expérience ont été obtenus en 
effectuant le couplage à un rapport polymersome-maléimide/Anx5SH égal à 100. Cette 
expérience comporte trois étapes, comme indiqué sur la Figure III-20 :  
1) Formation d’une bicouche lipidique par ajout de SUVs composées de DOPC/DOPS (4 : 
1, m/m) sur le support de quartz couvert de silice : adsorption des SUVs puis rupture 
(flèche 1), 
2) Liaison d’Anx5 (A) ou de polymersome PTMC-b-PGA-Anx5 (B) en présence de Ca2+ 
(flèche 2) 
3) Désorption induite par l’EGTA (flèche 3). 
 
 
Figure III-20 : Fixation d’Anx5 (A) et des polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 (B) sur une bicouche 
lipidique supportée, par QCM-D. Les courbes présentent les variations de masse adsorbée (courbe 
du haut, en bleu) et de dissipation (courbes du bas, en rouge) en fonction du temps, lors des 
injections successives de SUVs DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) (flèche1), Anx5 (flèche 2, A) ou 
polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 (flèche 2, B) et tampon contenant de l’EGTA (flèche 3). Les 
injections de tampon contenant du Ca2+ sont indiquées par une flèche en pointillé. Pour chaque 
expérience les SUVs DOPC / DOPS (4 : 1, m/m) sont à une concentration de 100 μg/ml, les Anx5 sont 
à 20μg/ml et les polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 sont à une concentration de 1012 
polymersomes/ml. 
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Les valeurs de masse et dissipation obtenues sont respectivement de 460 ng/cm2 et ≈ 0.10-6 
pour la bicouche supportée et de 275 ng/cm2 et < 0,1.10-6 pour une monocouche d’Anx5 à 
saturation, en accord avec les valeurs attendues (Richter et al. 2005).  
L’injection de polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 sur une bicouche exposant des PS est suivie 
par une augmentation de valeur de masse de 375 ng/cm2 et par une augmentation 
importante de dissipation, de l’ordre de 10.10-6. Ces valeurs sont caractéristiques de 
l’adsorption d’objets flexibles. 
Le fait que les polymersomes restent liées lors des lavages en tampon contenant du Ca2+ 
indique que les polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 sont liés de façon stable sur la bicouche 
supportée. Le rinçage en EGTA, un chélateur du Ca2+, conduit à une diminution de masse et 
de dissipation correspondant à plus de la moitié des polymersomes PTMC-b-PGA-Anx5 
adsorbés. Le fait que la totalité des polymersomes ne soit pas déplacé par l’EGTA est 
interprété comme résultant d’interactions multivalentes entre les polymersomes et la 
bicouche lipidique. Un tel comportement est fréquemment rencontré avec des complexes 
multivalents comme des systèmes sandwich antigènes-anticorps. Des expériences contrôle 
ont montré que les polymersomes seuls ne se lient pas aux membranes présentant des PS 
en présence de Ca2+ (données non présentées). 
Les expériences de QCM-D indiquent par conséquent que des polymersomes fonctionnalisés 
par l’Anx5 sont présents. 
 
 
 
En conclusion, les polymersomes modifiés par le linker SMPB présentent environ 7000 
maléimides par polymersome. Le couplage avec l’Anx5SH est spécifique mais extrêmement 
peu efficace, de l’ordre de 1 Anx5 pour plus de 100 polymersomes. 
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Deux hypothèses ont été proposées pour interpréter ce résultat inattendu et envisager une 
solution efficace de modification de la surface des polymersomes :  
1) La taille du linker SMPB (11,6 Å, voir Tableau I-2) serait trop courte, de sorte que les 
groupes maléimides seraient inaccessibles aux protéines à coupler. 
2) Les amines primaires (-NH2) seraient enfouis dans la couche de PGA et inaccessibles 
aux protéines à coupler. 
 
Nous avons testé successivement ces deux hypothèses.  
Afin de vérifier si la longueur du linker influence l’efficacité de couplage de l’Anx5SH aux 
polymersomes modifiés, un linker plus long, le NHS-PEG12-maléimide (53,4 Å, voir Tableau I-
2), a été utilisé. Les polymersomes ont été modifiés avec un large excès du linker NHS-PEG12-
maléimide (0,5.1010 linkers par polymersome en nombre de moles, soit 0,6.1010 linkers par 
NH2). Après une heure d’incubation à température ambiante, les linkers excédentaires ont 
été éliminés par centrifugation (13200 rpm, 15 minutes). 
Les polymersomes PTMC-b-PGA-PEG12-maléimide ont ensuite été couplés à l’Anx5SH selon 
différents rapports molaires polymersome-maléimide/Anx5SH et les résultats de ces 
couplages ont été analysés par PAGE en conditions non dénaturantes. Comme le montre la 
Figure III-21,  aucune liaison n’est détectée, signifiant qu’aucun couplage n’a eu lieu entre 
l’Anx5SH et les polymersomes PTMC-b-PGA-PEG12-maléimide.  
 
 
 
Figure III-21 : Couplage de l’Anx5SH à des polymersomes PTMC-b-PGA-PEG12-MAL, analysé par PAGE 
en conditions non dénaturantes.  
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Ce résultat est extrêmement surprenant. Non seulement l’augmentation de la longueur du 
linker n’améliore pas le taux de couplage de l’Anx5SH aux polymersomes-maléimides, mais 
aucun couplage n’est observé avec le linker de plus grande taille. L’hypothèse la plus 
probable que nous proposons est que les groupes maléimides sont moins accessibles avec 
les linkers PEG de grande taille qu’avec le SMPB. La longueur du linker n’est donc 
certainement pas le facteur responsable du faible taux de couplage des Anx5SH aux 
polymersomes modifiés par le linker SMPB. 
 
Nous avons ensuite testé la seconde hypothèse selon laquelle les amines primaires ne 
seraient pas, ou seraient peu, accessibles à la surface des polymersomes. Pour tester cette 
hypothèse, nous avons décidé d’utiliser l’agent de couplage EDC. En effet, les blocs 
polymères PGA qui constituent la partie externe des polymersomes présentent deux types 
de groupes, les carboxylates et l’amine primaire (Figure I-19). Comme décrit dans la Figure I-
13 A, l’agent EDC peut activer le groupe carboxylate et le faire interagir avec une amine 
primaire. L’hypothèse de travail est la suivante : si les polymersomes agrègent après ajout 
d’EDC dans une solution de polymersomes, nous pouvons conclure que le carboxylate et 
l’amine primaire sont accessibles.  
 
L’ajout d’EDC en excès dans la solution contenant les polymersomes PTMC-b-PGA induit 
l’agrégation immédiate des polymersomes observée visuellement. L’interprétation la plus 
évidente est que l’EDC réticule les polymersomes PTMC-b-PGA par pontage entre un groupe 
carboxylate d’un polymersome et l’amine primaire d’un polymersome voisin (Figure III-22).  
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Figure III-22 : Schéma de la réticulation des polymersomes PTMC-b-PGA par l’EDC. 
 
 
Cette expérience démontre que les amines primaires à l’extrémité du bloc PGA sont 
accessibles à la surface des polymersomes PTMC-b-PGA. En conclusion, la première 
hypothèse, à savoir le fait que les groupes maléimides sont peu ou pas accessibles et ne 
permettent pas le couplage à des protéines de type Anx5SH, est la plus probable. 
 
 
Le but de cette étude reportée en III-2.1.1 était d’obtenir des polymersomes PTMC-b-PGA 
modifiés, présentant des groupes maléimides accessibles au niveau de leur surface, de 
manière à permettre le couplage ultérieur de protéines exposant des groupes sulfhydryles, 
en particulier l’Anx5SH-ZZ. La stratégie mise en œuvre a consisté à modifier les amines 
primaires présentes à l’extrémité des blocs PGA et présupposés être exposés à la surface 
des polymersomes en les transformant en maléimide par réaction avec des linkers hétéro-
bifonctionnels NHS-X-maléimide. Les expériences réalisées avec deux types de linkers de 
longueur différente ont montré les polymersomes sont effectivement modifiés et qu’un 
grand nombre de groupes maléimides sont greffés aux polymersomes. Cependant, la 
présence de ces groupes maléimides ne permet pas le couplage de protéines de type 
Anx5SH aux polymersomes ainsi modifiés. L’interprétation la plus probable est que les 
groupes maléimides sont dans une position inaccessible pour réagir avec les sulfhydryles.  
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III-2.1.2 Modification des copolymères PTMC-b-PGA par le linker NHS-(PEG)24-maléimide 
Suite aux résultats précédents, nous avons changé de stratégie et avons décidé de modifier 
les copolymères individuels par le linker NHS-X-maléimide, puis de synthétiser les 
polymersomes à partir de ces copolymères modifiés (Figure III-17, B). 
Le linker NHS-(PEG)24-maléimide a été choisi comme linker hétéro-bifonctionnel pour deux 
raisons : 1) la longueur de ce linker (95,2 Å) devrait favoriser l’accessibilité du maléimide aux 
protéines à coupler, 2) la présence du PEG devrait favoriser la furtivité des polymersomes 
pour les applications ultérieures de ces nanoparticules in vivo.  
Le procédé de production des polymersomes modifié comprend trois étapes : 1) production 
des copolymères modifiés PTMC-b-PGA-(PEG)24-maléimide par couplage des copolymères 
PTMC-b-PGA avec le linker NHS-(PEG)24-maléimide dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), 2) 
synthèse de polymersomes modifiés en injectant un mélange contenant 20% de 
copolymères modifiés et 80% de copolymères non modifiés dans une solution aqueuse sous 
agitation, 3) purification des polymersomes synthétisés par filtration sur membrane de 25 
nm afin d’éliminer l’excès du linker NHS-(PEG)24-maléimide et du DMSO de la solution. 
 
Les groupes maléimides (MAL) sont sensibles à l’hydrolyse en solution aqueuse. Au cours de 
la synthèse des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-maléimide, les maléimides entrent en 
contact avec la solution aqueuse lors du mélanges des copolymères et la formation des 
polymersomes. Les étapes de synthèse des polymersomes et de purification durent au 
minimum une heure et demie. Nous avons tout d’abord étudié le vieillissement des 
maléimides en solution aqueuse à différents pH au cours du temps, afin de mieux évaluer les 
éventuels problèmes qui pourraient être dus à l’hydrolyse des maléimides. L’étude du 
vieillissement des maléimides a été réalisée à l’aide du N-Ethylmaléimide (NEM), par la 
réaction d’Ellman. Comme le montre la Figure III-23, la stabilité du maléimide dépend de pH 
et du temps, en accord avec la littérature. A un pH donné, l’activité des groupes maléimides 
diminue au cours du temps (Figure III-23, A). De plus, l’activité des maléimides diminue 
lorsque le pH de la solution augmente (Figure III-23, B). Par exemple, après 8 heures, les 
maléimides dans une solution à pH 6,5 conservent encore 70% de leur activité, tandis qu’il 
ne reste que 20% d’activité pour les maléimides dans une solution à pH 8.  
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Figure III-23 : Stabilité des groupes maléimides. A) en fonction du temps ; B) en fonction du pH. 
L’activité résiduelle du maléimide est présentée en pourcentage par rapport à l’activité à t=0. 
 
 
Afin de respecter le pH approprié pour la réaction maléimide/thiol (6,5 - 7,5) et la stabilité 
du maléimide, nous avons décidé de synthétiser les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
maléimide dans le tampon phosphate 50 mM à pH 7. Les polymersomes synthétisés doivent 
être consommés le plus rapidement possible.  
Comme cette stratégie concerne la synthèse des polymersomes, la modification des 
copolymères par le linker NHS-(PEG)24-maléimide et la production des polymersomes 
modifiés ont été réalisées par les Drs Julie Thevenot et Hugo De Oliveira, dans l’équipe du Pr. 
S. Lecommandoux, (LCPO, Bordeaux). 
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Afin de valider cette stratégie de modification de la surface des polymersomes, J’ai ensuite 
caractérisé la quantité des maléimides présentés par les polymersomes et leur capacité de 
couplage avec une protéine exposant un thiol. 
 
Le nombre de maléimides sur les polymersomes synthétisés a été quantifié par la réaction 
d’Ellman (voir II-3.2.7.4). Les résultats varient de 600 à 1000 maléimides par polymersome 
selon les différents lots de polymersomes synthétisés. 
 
Le couplage de protéines porteuses d’un sulfhydryle au niveau des polymersomes ainsi 
modifiés a été étudié en utilisant l’Anx5SH-ZZ. Une quantité fixe de polymersomes modifiés 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL a été incubée avec différentes quantités d’Anx5SH-ZZ. Le résultat 
de la réaction a été analysé par PAGE en conditions non dénaturantes (Figure III-18). Des 
expériences de contrôle ont été réalisées en utilisant l’Anx5wt-ZZ qui n’expose pas de groupe 
SH accessible. La Figure III-24 présente au centre le résultat de la liaison spécifique entre 
l’Anx5SH-ZZ et le polymersome PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL. Lorsque les polymersomes PTMC-
b-PGA-(PEG)24-MAL sont incubés avec l’Anx5SH-ZZ avec 10 Anx5SH-ZZ par polymersome, 
aucune protéine libre n’est détectée dans le gel. Ceci indique que toutes les protéines ont 
été couplées aux polymersomes. Lorsque le nombre d’Anx5SH-ZZ par polymersome est 
augmenté à 30, une faible quantité d’Anx5SH-ZZ libre est détectée dans le gel. Pour 100 
Anx5SH-ZZ par polymersome, la quantité d’Anx5SH-ZZ libre est importante, cependant elle est 
nettement plus faible que la quantité correspondante d’Anx5SH-ZZ utilisée pour le couplage, 
à savoir 3,7 µg. Ces résultats indiquent que le nombre maximum d’Anx5SH-ZZ par 
polymersome est d’environ 30. Des expériences de contrôle réalisées avec l’Anx5wt-ZZ (gel 
en bas) ne montrent aucune liaison entre l’Anx5wt-ZZ et le polymersome PTMC-b-PGA-
(PEG)24-MAL.  
L’ensemble de ces résultats indique que la liaison entre l’Anx5SH-ZZ et le polymersome 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL est spécifique et qu’un polymersome PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL 
lie environ 30 Anx5SH-ZZ. 
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Figure III-24 : Liaisons spécifique et non spécifique entre l’Anx5-ZZ et les polymersomes PTMC-b-
PGA-(PEG)24-MAL, analysées par PAGE en conditions non dénaturantes. NP : polymersome. 
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En conclusion, la stratégie consistant à greffer le groupe maléimide au niveau des 
copolymères en solvant, avant la synthèse des polymersomes, s’est révélée donner de très 
bons résultats. 
 
 
Conclusion de la partie III-2.1 : 
Le but de cette partie était de modifier la surface des polymersomes PTMC-b-PGA pour 
permettre le couplage covalent à l’Anx5SH-ZZ. La stratégie choisie était de modifier les 
amines primaires présentes à l’extrémité des blocs PGA en les transformant en maléimide 
par l’intermédiaire de linkers hétéro-bifonctionnels NHS-X-maléimide. Les essais ont été 
d’abord réalisés sur les polymersomes préalablement synthétisés. Cette première 
approche s’est révélée infructueuse. Une seconde stratégie a été mise en œuvre, qui 
consiste à modifier les copolymères en solvant et à synthétiser les polymersomes 
ultérieurement, à partir d’un mélange de copolymères modifiés et non modifiés. Cette 
approche a fourni d’excellents résultats, permettant de produire des polymersomes 
présentant des maléimides et étant capables d’interagir spécifiquement et efficacement 
avec l’Anx5SH-ZZ. 
 
Ce mode de synthèse des polymersomes a été appliqué pour l’ensemble du projet 
NANOTHER. 
 
Dans ce contexte, je suis co-auteur de l’article : Targeted magnetic polymersomes as novel 
MRI contrast agents for bone metastases detection. Pourtau L., De Oliveira H., Thevenot J., 
Wan Y., Brisson A., Sandre O., Miraux S., Thiaudière E., Lecommandoux S. (manuscrit en 
préparation) 
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III-2.2 Production de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ 
Après avoir optimisé la synthèse des polymersomes modifiés PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL et 
leur couplage à l’Anx5SH-ZZ, la production de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ 
en grande quantité a été effectuée.  
Le couplage a été réalisé en incubant une quantité de 0,37 mg d’Anx5SH-ZZ avec 10
14 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL (masse moléculaire équivalente : 1,08.10
8 Da) à 
température ambiante, toute la nuit. Cette condition correspond à 30 Anx5SH-ZZ par 
polymersome. Pour évaluer l’efficacité du couplage en grande quantité, un volume de 
couplage correspondant à 2 µg d’Anx5SH-ZZ a été analysé par PAGE en conditions non 
dénaturantes. Comme le montre la Figure III-25, aucune Anx5SH-ZZ libre n’est présente dans 
le gel, ce qui signifie que toutes les Anx5SH-ZZ ont été couplées aux polymersomes et que les  
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ contiennent en moyenne 30 Anx5-ZZ par 
polymersome. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-25 : Couplage de l’Anx5SH-ZZ aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL, analysé par 
PAGE en conditions non dénaturantes. Dans le puits « couplage » a été déposé un volume du 
mélange réactionnel équivalent de 2 µg d’Anx5SH-ZZ. 
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La présence d’Anx5-ZZ sur les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ a été vérifiée par 
QCM-D. Cette expérience comporte trois étapes, comme indiqué sur la Figure III-26 : 1) 
formation d’une bicouche lipidique par ajout de SUVs composées de DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) 
sur le support de quartz couvert de silice : adsorption puis rupture (flèche 1), 2) liaison de 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ en présence de Ca
2+ (flèche 2) et 3) désorption 
induite par l’EGTA (flèche 3). 
 
Les valeurs de masse et de dissipation obtenues sont respectivement de 460 ng/cm2 et 
≈0x10-6 pour la bicouche lipidique supportée. L’injection de polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5-ZZ sur la bicouche lipidique est suivie par une augmentation importante des 
valeurs de masse (437,5 ng/cm2) et de dissipation (≈9x10-6). Cette réponse est 
caractéristique de l’adsorption d’objets lourds et flexibles, comme les polymersomes 
recouverts par une couche de PEG. Le fait que les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-
ZZ restent liées lors des lavages avec un tampon contenant du Ca2+ indique que les 
polymersomes sont liés de façon stable sur la membrane. Le rinçage en EGTA conduit au 
déplacement des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ. Des expériences de contrôle 
montrent que des polymersomes non fonctionnalisés PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL ne se lient 
pas à la membrane lipidique en présence de Ca2+ (données non présentées).  
L’ensemble de ces résultats, liaison dépendante du calcium et de présence d’Anx5-ZZ et 
grande flexibilité d’objets adsorbés, indiquent que l’Anx5-ZZ est bien couplée aux 
polymersomes. 
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Figure III-26 : Confirmation de la présence d’Anx5-ZZ sur les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Anx5-ZZ, par QCM-D. Les courbes présentent les variations de masses adsorbées (courbe du haut, en 
bleu) et de dissipation (courbes du bas, en rouge) en fonction du temps, lors des injections 
successives de SUVs DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) (flèche1), polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ 
(flèche 2) et tampon contenant de l’EGTA (flèche 3). Les injections de tampon contenant du Ca2+ sont 
indiquées par une flèche en pointillé. Les SUVs DOPC / DOPS (4 : 1, m/m) sont à une concentration de 
100 μg/ml et les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ sont à une concentration de 10
12 
polymersomes/ml. 
 
 
Conclusion : Cinq lots de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ ont été produits, qui 
contiennent en moyenne 30 Anx5-ZZ par polymersome, et la présence d’Anx5-ZZ sur ces  
polymersomes a été confirmée par QCM-D. 
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III-2.3 Production de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® 
 
La troisième étape de la fonctionnalisation des polymersomes consiste à coupler 
l’Herceptine® aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ par liaison d’affinité entre la 
partie ZZ et le Fc de l’Herceptine®. Nous avons dans un premier temps caractérisé la liaison 
entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® puis ensuite la liaison entre les polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5-ZZ et l’Herceptine®. 
 
III-2.3.1 Caractérisation de la liaison entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® 
La formation de complexe Anx5-ZZ/Herceptine® a été caractérisée par deux méthodes : le 
PAGE et le QCM-D. 
Le principe général d’analyse de complexe Anx5-ZZ/Anticorps par PAGE est présenté en 
Figure III-27. Comme la liaison entre l’Anx5-ZZ et l’anticorps n’est pas covalente, l’analyse 
par PAGEdoit être réalisée en conditions non dénaturantes pour conserver l’intégrité du 
complexe Anx5-ZZ/Anticorps. Si on mélange de l’Anx5-ZZ et des anticorps, trois types de 
bandes peuvent être détectés sur gel. Par ordre de migration croissant, ces bandes 
correspondent au complexe Anx5-ZZ/Anticorps, à l’anticorps libre et à l’Anx5-ZZ libre. Ainsi, 
l’analyse de mélanges contenant différents rapports Anx5-ZZ/Anticorps, par comparaison 
des quantités restantes de chacune des espèces moléculaires à celles mis en présence dans 
le milieu réactionnel, doit permettre de caractériser l’interaction entre les deux partenaires. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-27 : Schéma du principe d’analyse du complexe Anx5-ZZ/anticorps par PAGE non 
dénaturant. Ac : Anticorps. 
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3 µg d’Herceptine® ont été mélangés avec différentes quantités d’Anx5-ZZ (de 0 à 4 µg) à 
température ambiante pendant une heure. Ces mélanges ont ensuite été analysés par PAGE 
en conditions non dénaturantes. Dans la Figure III-28 A, le gel de gauche présente une 
gamme d’Anx5-ZZ, et le gel de droite présente les résultats obtenus pour l’Anx5-
ZZ/Herceptine®. De manière surprenante, nous avons remarqué que seule la bande 
correspondant à l’Anx5-ZZ libre est observée. Les bandes correspondant à l’Herceptine® ou 
au complexe Anx5-ZZ/Herceptine® sont absentes. L’hypothèse la plus simple pour expliquer 
ce phénomène est que l’Herceptine® ne rentre pas dans le gel en raison de sa charge. Cette 
hypothèse est basée sur le point isoélectrique (pI) de l’Herceptine® qui est égal à 9,2 (Wiig, 
Gyenge, et Tenstad 2005) et qui est très proche du pH du gel de concentration (pH=8,8). A ce 
pH, l’Herceptine® est légèrement chargée positivement. Or, le sens du champ électrique 
appliqué au gel est tel que seules les molécules chargées négativement peuvent rentrer et 
migrer dans le gel. L’Herceptine® serait donc incapable de rentrer dans le gel. Cela explique 
l’absence de la bande correspondant à l’Herceptine® seul. 
L’absence de la bande du complexe Anx5-ZZ/Herceptine® laisse supposer que la liaison de 
l’Anx5-ZZ à l’Herceptine® n’a pas suffi à rendre la charge nette du complexe négative. Un 
test a été réalisé pour vérifier cette hypothèse : la migration du gel a été effectuée tout 
d’abord sans SDS, pendant 45 minutes, puis, en cours de migration du SDS a été rajouté et la 
migration a été poursuivie pendant 10 minutes. Le SDS est un détergent dénaturant qui en 
principe est capable de dissocier la liaison entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine®, se lier à 
l’Herceptine® et rendre l’Herceptine® négativement chargée, de sorte qu’elle devrait rentrer 
dans le gel. Cette hypothèse s’est avérée exacte, comme le montre la Figure III-28 B : les 
bandes correspondant à l’Herceptine® et à l’Anx5-ZZ qui participe à la formation du 
complexe sont apparues.  
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Figure III-28 : Interaction entre l’Herceptine® et l’Anx5-ZZ, analysée par PAGE. A) Condition non 
dénaturante ; B) Migration en tampon de migration sans SDS pendant 45 minutes, puis en tampon de 
migration avec SDS pendant 10 minutes. Rectangle pointillé : artéfact du gel.  
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Qu’apprend-on sur l’interaction entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® à partir de gels présentés 
en Figure III-28 ? Lorsqu’une quantité fixe de 3 µg d’Herceptine® est mélangée à des 
quantités croissantes d’Anx5-ZZ, on observe que l’Anx5-ZZ libre est totalement absente du 
gel, donc présente sous forme de complexe avec l’Herceptine® jusqu’à une quantité de 2 µg 
Anx5-ZZ (flèche sur la Figure III-28 A). Dans cette condition, si on se réfère à la gamme de 
concentration de l’Anx5-ZZ, il reste environ 0,5 µg d’Anx5-ZZ libre ce qui signifie que 3 µg 
d’Herceptine® sont complexés avec 1,5 µg d’Anx5-ZZ. Si on considère les masses 
moléculaires respectives de l’Herceptine® (185 KDa) et de l’Anx5-ZZ (50,1 KDa), ceci signifie 
qu’une molécule d’Herceptine® interagit avec deux molécules d’Anx5-ZZ. 
 
Les complexes entre l’Herceptine® et l’Anx5-ZZ contiennent donc une molécule 
d’Herceptine® et deux molécules d’Anx5-ZZ. La nature dimérique de l’anticorps est 
probablement responsable d’une telle stœchiométrie, comme représenté schématiquement 
en Figure III-29.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-29 : Schéma du complexe Anx5-ZZ/Herceptine® comprenant une molécule d’Herceptine® 
pour deux molécules d’Anx5-ZZ. 
 
 
 
La formation de complexes entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® a d’autre part été caractérisée 
par QCM-D au niveau de bicouches lipidiques supportées.  
L’expérience comporte quatre étapes, comme indiqué sur la Figure III-30 : 1) formation 
d’une bicouche lipidique par ajout de SUV composées de DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) sur un 
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support de quartz couvert de silice : adsorption puis rupture des SUVs (flèche 1), 2) liaison 
d’Anx5-ZZ Ca2+-dépendante (flèche 2), 3) liaison d’Herceptine® par affinité (flèche 3), 4) 
désorption induite par l’EGTA (flèche 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-30 : Interaction entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine®, analysée par QCM-D. Les courbes 
présentent les variations de masses adsorbées (courbe du haut, en bleu) et de dissipation (courbes 
du bas, en rouge) en fonction du temps, lors des injections successives de SUVs DOPC/DOPS (4 : 1, 
m/m) (flèche1), Anx5-ZZ (flèche 2), Herceptine® (flèche 3) et tampon contenant de l’EGTA (flèche 4). 
Les injections de tampon contenant du Ca2+ sont indiquées par une flèche en pointillé. Les SUV DOPC 
/ DOPS (4 : 1, m/m) sont à une concentration de 100 μg/ml, et l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® sont à une 
concentration de 20 μg/ml. 
 
 
Les valeurs de masse et dissipation enregistrées sont respectivement de 665 ng/cm2 et ≈ 
2x10-6 pour une monocouche d’Anx5-ZZ à saturation, en accord avec les valeurs attendues 
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(Bérat et al. 2007). L’injection d’Herceptine® sur la monocouche d’Anx5-ZZ est suivie par une 
augmentation importante de la masse adsorbée, de l’ordre de 1000 ng/cm2, comme attendu 
pour un anticorps. Cependant, le changement de dissipation observé est faible, voire nul, 
alors que des valeurs de dissipation de l’ordre de 2x10-6 sont couramment observées pour la 
formation d’une monocouche d’anticorps à saturation (Wolny et al. 2010). L’origine du 
comportement de l’Herceptine®, inhabituel pour un anticorps lié à une monocouche d’Anx5-
ZZ, est actuellement inconnue. L’assemblage formé par les complexes Anx5-ZZ/Herceptine® 
semble former une couche rigide. L’Herceptine® reste lié à la monocouche d’Anx5-ZZ lors 
des lavages avec un tampon contenant du Ca2+. Le rinçage en EGTA conduit au déplacement 
de la majorité des complexes Anx5-ZZ-Herceptine®. Des expériences contrôle ont montré 
que l’Herceptine® ne se lie pas à la bicouche supportée, ni à une couche d’Anx5 fixée sur la 
bicouche (Figure III-31).  
 
 
 
Figure III-31 : Etude de l’interaction entre l’Herceptine® et la bicouche lipidique (A) et de 
l’interaction entre l’Herceptine® et l’Anx5 (B). Les courbes présentent les variations de masses 
adsorbées (courbe du haut, en bleu) et de dissipation (courbes du bas, en rouge) en fonction du 
temps, lors des injections successives de SUVs DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) (flèche1), Herceptine® (flèche 
2, A) ou Anx5 (flèche 2, B), Herceptine® (flèche 3, B) et tampon contenant de l’EGTA (flèche 4, B). Les 
injections de tampon contenant du Ca2+ sont indiquées par une flèche en pointillé. Les SUV DOPC / 
DOPS (4 : 1, m/m) sont à une concentration de 100 μg/ml, et l’Anx5 et l’Herceptine® sont à une 
concentration de 20 μg/ml. 
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L’ensemble de ces résultats, masse importante des objets adsorbés, liaison dépendante de la 
présence de ZZ, indique que l’Herceptine® réagit spécifiquement avec la partie ZZ de l’Anx5-
ZZ et que cette liaison est stable. 
 
 
Conclusion : Dans cette partie, l’interaction entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® a été 
caractérisée par deux méthodes : le PAGE en conditions non dénaturantes et le QCM-D. 
Les résultats sont cohérents et complémentaires. Ils montrent que l’Herceptine® interagit 
avec l’Anx5-ZZ selon un rapport stœchiométrique de 1 Herceptine® pour 2 Anx5-ZZ et que 
cette liaison est spécifique et stable.  
 
 
III-2.3.2 Caractérisation de l’interaction entre les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Anx5-ZZ et l’Herceptine® 
 
L’étape suivante a consisté à caractériser l’interaction entre les polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5-ZZ et l’Herceptine®. Comme le PAGE en conditions non dénaturantes n’est pas 
adaptée à l’étude de l’Herceptine®, nous ne pouvons pas utiliser la méthode décrite en 
Figure III-18 pour caractériser l’interaction entre les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Anx5-ZZ et l’Herceptine®. Cette étude a donc été réalisée par QCM-D. Le principe est 
d’adsorber des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ sur une bicouche lipidique 
supportée grâce à la présence d’Anx5, puis à étudier l’interaction de l’Herceptine® avec le 
domaine ZZ des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ. 
Cette expérience comporte quatre étapes, comme indiqué dans la Figure III-32 : 1) 
formation d’une bicouche lipidique par ajout de SUVs composées de DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) 
sur le support de quartz couvert de silice : adsorption puis rupture des SUVs (flèche 1), 2) 
liaison de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ Ca
2+-dépendante (flèche 2), 3) liaison 
d’Herceptine® par affinité (flèche 3), et 4) désorption induite par l’EGTA (flèche 4). 
Les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ peuvent se lier à la bicouche lipidique par 
l’Anx5. L’injection d’Herceptine® sur les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ fixés 
est suivie d’une augmentation importante de masse adsorbée, comme il a été observé 
auparavant pour l’interaction entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® (Figure III-30). L’augmentation 
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de la dissipation associée à la liaison de l’ Herceptine® est faible, ce qui est cohérent avec le 
comportement atypique de l’Herceptine® discuté précédemment. L’Herceptine® adsorbé 
reste lié aux polymersomes lors des lavages avec un tampon contenant du Ca2+. Le rinçage 
en EGTA n’induit qu’un faible déplacement des complexes polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine®. Ceci est assez fréquemment observé dans le cas de grands 
complexes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-32 : Liaison de l’Herceptine® à une monocouche de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Anx5-ZZ, analysée par QCM-D. Les courbes présentent les variations de masses adsorbées (courbe 
du haut, en bleu) et de dissipation (courbes du bas, en rouge) au cours du temps, lors des injections 
successives de SUVs DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) (flèche1), polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ 
(flèche 2), Herceptine® (flèche 3) et tampon contenant de l’EGTA (flèche 4). Les injections de tampon 
contenant du Ca2+ sont indiquées par une flèche en pointillé. Les SUV DOPC / DOPS (4 : 1, m/m) sont 
à une concentration de 100 μg/ml, les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ  sont à une 
concentration de 1012 polymersome/ml et l’Herceptine® est à une concentration de 20 μg/ml. 
151 
 
 
 
Des expériences contrôle ont montré l’absence d’interaction entre l’Herceptine® et les 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5 (Figure III-33), ce qui indique que la liaison de 
l’Herceptine® aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ est due à l’interaction entre 
le domaine ZZ et le Fc de l’anticorps. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-33 : Etude de l’Interaction entre les polymersome PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5 et 
l’Herceptine®, analysée par QCM-D. Les courbes présentent les variations de masses adsorbées 
(courbe du haut, en bleu) et de dissipation (courbes du bas, en rouge) au cours du temps, lors des 
injections successives de SUVs DOPC/DOPS (4 : 1, m/m) (flèche1), polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5 (flèche 2), Herceptine® (flèche 3) et tampon contenant de l’EGTA (flèche 4). Les 
injections de tampon contenant du Ca2+ sont indiquées par une flèche en pointillé. Les SUV DOPC / 
DOPS (4 : 1, m/m) sont à une concentration de 100 μg/ml, les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Anx5 sont à une concentration de 1012 polymersome/ml (3 ml) et l’Herceptine® est à une 
concentration de 20 μg/ml. 
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Conclusion : L’ensemble de ces résultats indiquent que l’Herceptine® se lie spécifiquement 
aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ via le domaine ZZ, ce qui valide la 
stratégie d’utiliser les Anx5-ZZ comme plate-forme d’ancrage d’anticorps au niveau de 
nanoparticules. 
 
 
III-2.3.3 Production de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® 
 
Ayant démontré que l’Herceptine® se lie aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ, 
une question importante concerne le nombre optimal de molécules d’Herceptine® à fixer 
par polymersome PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ, dans l’optique des expériences de ciblage 
cellulaire. En effet, nous avons montré précédemment qu’une molécule d’Herceptine® peut 
interagir avec deux molécules d’Anx5-ZZ (voir la partie III-2.3.1). L’incubation des 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ avec un nombre  de molécules d’Herceptine® 
inferieur à celui des molécules d’Anx5-ZZ risquerait de provoquer la réticulation de 
polymersomes (Figure III-34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-34 : Schéma de la réticulation des polymersomes PMTC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ par 
l’Herceptine®. 
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Pour éviter ce risque d’agrégation, j’ai choisi de travailler avec un excès d’Herceptine®, 
précisément avec un excès de trois fois d’Herceptine® par rapport au nombre d’Anx5-ZZ sur 
les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ. Comme il existe environ 30 Anx5-ZZ par 
polymersome, 100 molécules d’Herceptine® ont été ajoutées par polymersome pour 
effectuer le couplage de l’Herceptine® aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ. 
L’incubation est réalisée toute la nuit à température ambiante. La caractérisation du 
couplage est délicate. En effet, nous ne pouvons pas analyser le taux de couplage par PAGE 
en conditions non dénaturantes, car l’Herceptine® n’est pas révélé par cette méthode (voir 
la partie III-2.3.1). La quantité d’Herceptine® lié sur les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Anx5-ZZ-Herceptine® a été déterminée par SDS-PAGE. Mais il faut auparavant éliminer 
l’excès d’Herceptine®, ce qui a été réalisé par filtration  sur membrane de 25 nm. 
 
En conditions dénaturantes, la liaison d’affinité entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® est rompue 
et le complexe Anx5-ZZ/Herceptine® se dissocie. Comme le montre la Figure III-35, différents 
volumes de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® ont été déposés sur 
gel. L’Herceptine® libéré des polymersomes migre dans le gel. En comparant avec une 
gamme d’Herceptine®, nous pouvons quantifier la quantité d’Herceptine® couplé aux 
polymersomes. Selon les calculs montrés dans le Tableau III-1, il y a 61±6 Herceptine® par 
polymersome. 
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Figure III-35 : Quantification d’Herceptine® liée aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-
Herceptine®, par SDS-PAGE. Les volumes de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-
Herceptine® (à 7,2.1013 polymersomes/ml) sont : 0,5 µl, 1 µl et 2 µl. 
 
 
Tableau III-1 : Calcul de nombre Herceptine® par polymersome. 
Volume des polymersomes (µl) 0,5 1 2 
Nombre des polymersomes 3,6.1010 7,2.1010 1,44.1011 
Quantité d’Herceptine® libérée (µg) 0,75 1,25 2,5 
Nombre de molécules d’Herceptine® 2,44.1012 4,07.1012 8,14.1012 
Nombre d’Herceptine® par polymersome 68 57 57 
 
 
En conclusion, le couplage de l’Herceptine® aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-
ZZ a été réalisé en incubant 100 molécules d’Herceptine® par polymersome (3 fois plus que 
le nombre d’Anx5-ZZ par polymersome). Le produit final contient environ 60 Herceptine® 
par polymersome. Comme les polymersomes contiennent en moyenne 30 Anx5-ZZ par 
polymersome, il y a donc en moyenne deux molécules d’Herceptine® pour une molécule 
d’Anx5-ZZ (Figure III-36). 
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Figure III-36 : Schéma simplifié des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine®, 
présentant 30 molécules d’Anx5-ZZ et 60 molécules d’Herceptine® à leur surface. 
 
 
III-2.4 Caractérisation de la dispersité des suspensions de polymersomes  
La dispersité des suspensions de polymersomes a été étudiée après chaque étape de 
fonctionnalisation par deux méthodes, la DLS (voir la partie II-3.2.5) et la Cryo-ME (voir la 
partie II-3.2.6).  
 
La DLS donne trois informations importantes : 
- le diamètre hydrodynamique des particules : diamètre moyen des particules 
contenues dans la solution 
- la distribution de taille des particules 
- l’Indice de polydispersité (PDI), qui indique le degré d’homogénéité d’un échantillon. 
Un PDI de 0,1 ou inférieur à 0,1 est représentatif d’un échantillon quasi-monodisperse. 
 
La Cryo-ME permet d’obtenir des images de polymersomes individuels et fournit des 
informations sur la taille et la dispersité ou l’agrégation des échantillons. Ces deux méthodes 
sont par conséquent complémentaires. 
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La Figure III-37 montre les resultats de DLS et de cryo-ME obtenus pour les suspensions de 
polymersomes obtenues successivement au cours des étapes de fonctionnalisation : les 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL, PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ et PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine®. Les résultats de DLS indiquent que les trois types de 
polymersomes ont un diamètre hydrodynamique autour de 130 nm et présentent une seule 
population, avec un PDI autour de 0,1.  
Les résultats de Cryo-ME montrent que les polymersomes ont une taille moyenne de 47 nm 
± 14 nm, et sont mono disperses. Les tailles mesurées en Cryo-ME sont plus petites que 
celles mesurées en DLS qui correspondent aux rayons hydrodynamiques des particules. 
 
157 
 
 
Figure III-37 : Dispersité des solutions de polymersomes à chaque étape, étudiée par DLS et Cryo-
ME. d : diamètre hydrodynamique ; PDI : indice de polydispersité. Les images ont été réalisées par 
Sisareuth Tan (CBMN, Bordeaux, France). 
 
 
En conclusion, l’ensemble de ces résultats montre que les polymersomes sont 
monodisperses et n’agrègent pas au cours des étapes de fonctionnalisation. 
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III-2.5 Etude du ciblage de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® au 
niveau de cellules 
 
L’étape finale de ce travail concerne la caractérisation de la fonction des polymersomes 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine®, à savoir l’étude de leurs propriétés de ciblage au 
niveau de cellules. A cette intention, les polymersomes utilisés pour cette partie sont 
fluorescents, car l’analyse des propriétés de ciblage est réalisée par cytométrie en flux ou 
par microscopie de fluorescence. Pour rendre des polymersomes fluorescents, des 
copolymères ont été marqués par la fluorescéine isothiocyanate (FITC) avant la synthèse des 
polymersomes. La composition des polymersomes fluorescents est : 60% de copolymères 
non modifies, 20% de copolymères PTMC-b-PGA-(PEG)24-maléimide et 20% de copolymères 
PTMC-b-PGA-fluorescéine. 
Nous avons testé la capacité de ciblage de polymersomes fonctionnalisés in vitro au niveau 
de cellules BT-474 qui surexpriment les récepteurs HER2. Le ciblage de cellules a été analysé 
par cytométrie en flux. Les premières étapes de cette étude ont été effectuées par l’équipe 
de Dr. Edurne Berra (CICbioGUNE, Bilbao, Espagne) à partir d’échantillons que j’avais 
préparés à Bordeaux et que je leur avais envoyés.  
Pour les expériences de cytométrie en flux, 106 de cellules BT-474 ont été incubées en 
présence de 100 µg/ml de polymersomes, fonctionnalisés ou non, pendant 2 heures et 5 
heures. Des expériences contrôle ont été effectuées en parallèle avec les cellules MDA-MB-
231 qui n’expriment pas le récepteur HER2. Comme le montre la Figure III-38, moins de 2% 
des cellules BT-474 sont marquées par les polymersomes non fonctionnalisés 
(polymersomes-Anx5-ZZ) quel que soit le temps d’incubation. Environ 8% des cellules BT-474 
sont marquées par les polymersomes fonctionnalisés (polymersomes-Anx5-ZZ-Herceptine®) 
au bout de 2 heures d’incubation, et environ 4% pour 5 heures d’incubation. Moins de 3% 
des cellules MDA-MB-231 sont marquées par les polymersomes fonctionnalisés ou non 
fonctionnalisés, quel que soit le temps d’incubation. Ces expériences ont été répétées deux 
fois, avec des résultats très similaires. 
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Figure III-38 : Etude du ciblage de polymersomes-Anx5-ZZ-Herceptine® au niveau de cellules, 
analysé par cytométrie en flux. BT-474 : cellules du cancer du sein qui sont HER2 positives. MDA-
MB-231 : cellules du cancer du sein qui sont HER2 négatives. Her : Herceptine®. Ces expériences ont 
été réalisées par l’équipe de Dr E. Berra. 
 
 
Ces résultats suggèrent que les polymersomes-Anx5-ZZ-Herceptine® se lient aux cellules 
BT-474 de manière spécifique. Cependant, l’efficacité de ciblage est extrêmement faible. 
 
Plusieurs hypothèses ou questions ont été émises pour interpréter ce résultat insatisfaisant :  
1) Les cellules BT-474 cultivées expriment-elles suffisamment de récepteurs HER2 à leur 
surface pour lier les polymersomes PMTC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® ?  
2) La présence du sérum a-t-elle une influence sur la stabilité de la liaison Anx5-
ZZ/Herceptine® ? En effet, l’incubation des polymersomes-Anx5-ZZ-Herceptine® avec 
les cellules BT-474 a été réalisée dans du milieu RPMI1640 en présence de 10% de 
sérum qui contient divers anticorps. Puisque la liaison entre l’Anx5-ZZ et 
l’Herceptine® est non covalente, l’Herceptine® pourrait être déplacée par d’autres 
anticorps présents dans le sérum, qui ont une affinité plus forte pour ZZ que celle de 
l’Herceptine® ou qui sont présents à plus forte concentration. 
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3) Les polymersomes-Anx5-ZZ-Herceptine® sont-ils stables ? En effet, il y a un intervalle  
de plusieurs jours entre le moment où les polymersomes-Anx5-ZZ-Herceptine® sont 
produits à Bordeaux et le moment où les expériences de cytométrie en flux sont 
réalisées à Bilbao. 
 
Nous avons commencé par étudier les deux premières questions.  
 
La présence d’un nombre suffisant de récepteurs HER2 à la surface des cellules BT-474 a été 
confirmée par le ciblage de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® sur ces cellules. 
En effet, en parallèle à notre stratégie de fonctionnalisation, l’équipe de S. Lecommandoux 
au LCPO (Bordeaux) avaient entrepris une autre approche de fonctionnalisation consistant à 
coupler covalemment les anticorps Herceptine® modifiés pour présenter des groupes SH aux 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-maléimide (Figure I-23,2). L’équipe d’E. Berra a montré 
que les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® obtenus par cette méthode sont 
capables de se lier aux cellules BT-474, avec une très bonne efficacité de ciblage (Figure III-
39). Environ 65% des cellules BT-474 sont marquées par les polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Herceptine® après 2 heures d’incubation, et environ 80% après 5 heures 
d’incubation. Moins de 10% des cellules BT-474 sont marquées par les polymersomes non 
fonctionnalisés quel que soit le temps d’incubation. Les expériences de contrôle sur les 
cellules MDA-MB-231 (HER2 négatif) montrent que moins de 10% de cellules sont marquées 
par les polymersomes fonctionnalisés ou non quel que soit le temps d’incubation.  
 
Ces résultats indiquent que les polymersomes fonctionnalisés directement par 
l’Herceptine® se lient aux cellules BT-474 de manière spécifique et très efficace. Ceci 
signifie donc que les cellules BT-474 expriment suffisamment de récepteurs HER2 à leur 
surface. En conséquence, la faible efficacité de ciblage observée avec les polymersomes-
Anx5-ZZ-Herceptine® est donc due au vecteur fonctionnalisé lui-même. 
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Figure III-39 : Etude du ciblage de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® au niveau de 
cellules BT-474 et MDA-MB-231, analyse par cytométrie en flux. 106 cellules sont incubées avec 100 
µg/ml de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® pendant 2 ou 5 heures. BT-474 : cellules 
du cancer du sein qui sont HER2 positives. MDA-MB-231 : cellules du cancer du sein qui sont HER2 
négatives. Polymersome : polymersome non fonctionnalisé ; polymersome-Her : polymersome 
fonctionnalisé par l’Herceptine®. Les échantillons de polymersomes ont été produits par Hugo De 
Oliveira (LCPO, Bordeaux, France). Les expériences de cytométrie en flux ont été réalisées par 
l’équipe de Dr. Edurne Berra. 
 
 
Pour tester l’éventuelle influence du sérum sur la stabilité de la liaison Anx5-ZZ/Herceptine®, 
les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® ont été incubés avec les 
cellules BT-474 dans du milieu RPMI1640 en absence de sérum. Le pourcentage de cellules 
ciblées n’a pas été amélioré (données non montrées). Ce test indique que la faible efficacité 
de ciblage des cellules BT-474 par les polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-
Herceptine® n’est pas induite par la présence du sérum. 
 
Les deux premières hypothèses que nous avions proposées ne permettent donc pas 
d’expliquer la faible efficacité de ciblage des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-
Herceptine®. Nous avons alors envisagé que le paramètre stabilité pouvait être responsable 
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des problèmes rencontrés. En effet, comme indiqué précédemment, il y a un intervalle de 
plusieurs jours entre le moment où je produis les polymersomes-Anx5-ZZ-Herceptine® à 
Bordeaux et le moment où ils sont analysés à Bilbao. 
Pour s’affranchir du paramètre temps dans ces expériences, nous avons décidé de réaliser 
l’ensemble des expériences dans notre laboratoire à Bordeaux, où nous disposons 
d’équipements et d’expertise à la fois en cytométrie en flux et en culture cellulaire. La 
possibilité de réaliser l’ensemble des expériences en un même lieu permet de caractériser 
les préparations de polymersomes fonctionnalisés immédiatement après leur production, et 
également de raccourcir le cycle des essais. 
 
Je me suis donc rendue dans le laboratoire d’Edurne Berra à Bilbao, où j’ai été formée à la 
méthode de la cytométrie en flux dédiée à l’analyse du ciblage de cellules par les 
polymersomes fonctionnalisés. J’ai également obtenu les cellules BT-474 et ZR-75 avec 
lesquelles ont été réalisées les expériences ultérieures.  
 
Lorsque j’ai recommencé la production des polymersomes PMTC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-
Herceptine®, nous avons du faire face à un problème d’instabilité des polymersomes PMTC-
b-PGA-(PEG)24-Mal. Cette instabilité est révélée par la formation de gros agrégats, certains 
de plusieurs micromètres de taille, 24 heures après leur production (Figure III-40).  
 
 
 
Figure III-40 : Agrégation des polymersomes PMTC-b-PGA-(PEG)24-Mal, révélée en microscopie 
électronique par coloration négative.  
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La résolution de ce problème d’instabilité des suspensions de polymersomes a nécessité 
plusieurs mois. Face aux contraintes de temps et aux impératifs du projet NANOTHER, et vu 
les résultats positifs des tests de ciblage obtenus avec les polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Herceptine®, nous avons pris la décision de suspendre les études utilisant les 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® et de nous concentrer sur les 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® obtenus par voie directe de 
fonctionnalisation. 
 
Les échantillons de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® utilisés pour la suite 
de cette étude nous ont été fournis par le Dr. Hugo de Oliveira (LCPO, Bordeaux, France). 
Nous nous sommes chargés de la caractérisation des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Herceptine®. 
 
 
III-3 Test d’activité de ciblage in vitro de polymersomes magnétiques PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Herceptine® 
 
Les polymersomes fonctionnalisés par l’Herceptine® utilisés pour la dernière partie de mon 
travail de thèse ont donc été synthétisés par le Dr. de Oliveira du LCPO. Les polymersomes 
utilisés contenaient, outre des marqueurs fluorescents couplés covalemment à certains 
copolymères, des nanoparticules magnétiques de maghémite encapsulées dans le 
polymersome lors de leur synthèse (Sanson et al. 2011). En effet, ces polymersomes sont 
destinés à former une plateforme multifonctionnelle, et le fait de contenir des particules 
magnétiques a pour objectif de permettre leur détection par Imagerie par Résonance 
Magnétique (IRM). 
 
 
III-3.1 Production de polymersomes magnétiques PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® 
 
La production de polymersomes magnétiques PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® a été 
réalisée par le Dr. Hugo De Oliveira (LCPO, Bordeaux, France). Les polymersomes 
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magnétiques sont synthétisés en encapsulant des particules de maghémite (Fe2O3). La 
composition de copolymères utilisés est : 60% de copolymères non modifiés, 20% de 
copolymères PTMC-b-PGA-fluorescéine et 20% de copolymères PTMC-b-PGA-(PEG)24-
maléimide. Ces polymersomes magnétiques et fluorescents ont été fonctionnalisés par 
couplage direct avec l’Herceptine® exposant des thiols.  
 
 
III-3.2 Structure des polymersomes magnétiques PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® par 
Cryo-ME 
 
La structure des polymersomes magnétiques fonctionnalisés par l’Herceptine® a été étudiée 
par Cryo-ME. Comme le montre la Figure III-41 A et B, les polymersomes forment une 
suspension bien dispersée. La taille des polymersomes magnétiques est similaire à celle des 
polymersomes non magnétiques, environ 50 nm. La différence principale avec les 
suspensions de polymersomes non magnétiques est la présence de nanoparticules denses 
aux électrons, de quelques nm de diamètre, associés sous forme d’agrégats de quelques 
dizaines de nm.  Ces nanoparticules sont des particules de maghémite. Les nanoparticules 
magnétiques sont soit associés avec les polymersomes soit présentes à l’extérieur des 
polymersomes. La présence de nanoparticules de maghémite à la surface ou à l’extérieur 
des polymersomes suggère une certaine instabilité des polymersomes magnétiques ou des 
difficultés d’élimination des nanoparticules magnétiques non encapsulées. 
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Figure III-41 : Images représentatives de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® 
magnétiques, par Cryo-ME. Barres d’échelle : 50 nm. Les images ont été réalisées par Sisareuth Tan 
(CBMN, Bordeaux, France). 
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III-3.3 Activité de ciblage des polymersomes magnétiques PTMC-b-PGA-(PEG)24-
Herceptine® 
 
Grâce à la présence de marqueurs fluorescents et magnétiques au sein des polymersomes 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine®, leur capacité de ciblage à des cellules (BT-474 et ZR-75) 
peut être testée par plusieurs approches, principalement par cytométrie en flux, microscopie 
de fluorescence et microscopie électronique.  
De manière à disposer d’un ensemble de données issues d’un même lot et pouvoir corréler 
ces données, le lot de polymersomes HO233 a été sélectionné parce qu’il présentait une 
grande stabilité. Les résultats de ces diverses études sont présentés dans les paragraphes 
suivants. 
 
 
III-3.3.1 Analyse de la présence de récepteur HER2 à la surface des cellules BT-474 et ZR-75 
 
Deux lignées cellulaires de cancer du sein, appelées BT-474 et ZR-75, ont été utilisés pour 
tester le ciblage de polymersomes fonctionnalisés par l’Herceptine®. La lignée cellulaire BT-
474 surexprime les récepteurs HER2 à sa surface et est donc classée comme HER2 positive 
(Lewis et al. 1993). En revanche, la lignée cellulaire ZR-75 a un niveau basal d’expression des 
récepteurs HER2 et est classée comme HER2 négative (Lewis et al. 1993). La lignée BT-474 a 
été utilisée comme cible pour tester in vitro la capacité de ciblage des polymersomes 
fonctionnalisés par l’Herceptine®, tandis que la lignée ZR-75 a servi de contrôle négatif. Nous 
avons utilisé la lignée cellulaire ZR-75 au lieu de la lignée cellulaire MDA-MB-231 (utilisée 
précédemment dans la partie III-2.5) comme contrôle négatif, car cette dernière présente un 
niveau important de liaison non spécifique aux polymersomes.  
Avant de commencer ces tests, nous avons vérifié les niveaux d’expression des récepteurs 
HER2 dans les deux lignées cellulaires BT-474 et ZR-75. Des extraits cellulaires des deux 
lignées ont été analysés par Western-Blot (voir la partie II-3.2.2). Comme le montre la Figure 
III-42, dans l’extrait cellulaire des cellules BT-474, une bande entre 150 et 250 KDa, 
correspondant au récepteur HER2 (185 KDa) est détectée à l’aide d’Herceptine®. Cette 
bande est absente dans l’extrait cellulaire des cellules ZR-75. Ce résultat indique que les 
167 
 
lignées cellulaires BT-474 et ZR-75 présentent le profil d’expression attendu et peuvent être 
utilisées pour les tests suivants. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-42 : Expression des récepteurs HER2 par les lignées BT-474 et ZR-75. L’analyse par 
Western-Blot est effectuée à l’aide de l’Herceptine®. L’anticorps anti β-actine est utilisé comme 
référence pour caractériser le niveau de charge totale en protéines. MW : marqueur de masse 
moléculaire. 
 
 
III-3.3.2 Etude des capacités de ciblage des polymersomes fonctionnalisés par 
l’Herceptine® par cytométrie en flux 
 
Le principe de ce test consiste à incuber les cellules BT-474 (HER2+) et ZR-75 (HER2-) en 
présence de polymersomes fluorescents, fonctionnalisés ou non par l’Herceptine®. La 
capacité de ciblage des polymersomes est évaluée en quantifiant le pourcentage de cellules 
rendues fluorescentes par liaison des polymersomes. Les cellules mortes, dont la présence 
peut fausser ce test, sont éliminées à l’aide d’iodure de propidium (PI), composé fluorescent 
qui pénètre dans les cellules qui ont perdu leur intégrité membranaire et marque le noyau 
des cellules mortes.  
 
La Figure III-43 présente les résultats de tests de ciblage des polymersomes fonctionnalisés 
ou non effectués sur les deux types de cellules BT-474 (HER2+) et ZR-75 (HER2-). 
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Les polymersomes non fonctionnalisées donnent un signal de liaison négligeable, ce qui 
démontre l’absence d’interaction non spécifique entre les polymersomes non 
fonctionnalisés et les cellules BT-474.  
Le nombre de cellules BT-474 rendues fluorescentes après incubation avec les 
polymersomes fonctionnalisés augmente en fonction du temps de réaction. Après 5 heures 
d’incubation, 100% des cellules sont marquées.  
Afin d’évaluer la spécificité de ce marquage, les cellules ont été préincubées soit avec de 
l’Herceptine® non fluorescente avant incubation avec les polymersomes fonctionnalisés 
(polymersomes-Herceptine®), soit co-incubées avec les polymersomes-Herceptine® et de 
l’Herceptine® non fluorescente. On note une différence importante entre ces deux 
traitements. Lorsque les cellules sont pré-incubées avec de l’Herceptine® non fluorescent, 
puis avec les polymersomes-Herceptine®, on observe que l’effet protecteur de l’Herceptine® 
non fluorescent est important pour des temps de 1h, puis décroit fortement pour des temps 
de 3h et 5h. Ce résultat s’explique aisément en prenant en compte le recyclage et la 
régénération des récepteurs HER2 à la surface des cellules. La liaison de l’Herceptine® non 
fluorescente aux récepteurs HER2 est certainement un processus rapide. Après élimination 
de l’Herceptine® non fluorescente et incubation en présence des polymersomes 
fonctionnalisés, le recyclage des récepteurs est tel que de nouveaux récepteurs HER2 vont 
être exposés à la surface des cellules, qui sont disponibles pour la liaison des polymersomes 
fonctionnalisés. Ceci explique que le signal de ciblage augmente avec la durée de 
l’expérience.  
Par contre, lorsque les cellules sont co-incubées en permanence avec des polymersomes et 
de l’Herceptine® non fluorescent, quasiment aucun marquage n’est observé. Ceci indique 
que l’Herceptine® non fluorescente présente en solution est en quantité suffisants pour 
occuper la plupart des récepteurs HER2 d’origine et/ou recyclés. 
En conclusion, ces tests démontrent le ciblage spécifique des polymersomes-Herceptine® sur 
les cellules BT-474 via l’interaction Herceptine®/HER2. 
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Figure III-43 : Evaluation du ciblage des polymersomes-Herceptine®, par cytométrie en flux. A) sur 
les cellules BT-474 (HER2+) ; B) Contrôle positif (cellules BT-474 marquées par l’Herceptine®-
fluorescéine en présence ou en absence de l’Herceptine non fluorescent) ; C) sur les cellules ZR-75 
(HER2-). Her : Herceptine® ; Her NF : Herceptine® non fluorescent. Préincub. : préincubation des 
cellules BT-474 avec 2,5 µg/ml de l’Herceptine® non fluorescent pendant 30 minutes.  
 
 
Comme le montre la Figure III-43 C, aucun signal de liaison n’est détecté sur les cellules ZR-
75 (HER2-), avec les polymersomes fonctionnalisés ou non fonctionnalisés. 
 
 
III-3.3.3 Etude de la liaison de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® aux 
cellules par microscopie de fluorescence 
En parallèle aux études par cytométrie en flux, le ciblage des cellules par les polymersomes-
Herceptine® a été étudié par microscopie de fluorescence.  
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En préambule aux expériences avec des polymersomes, des études contrôle ont été 
réalisées avec de l’’Herceptine®-fluorescéine. Lorsque les cellules BT-474 sont incubées en 
présence d’Herceptine®-fluorescéine (Figure III-44), les cellules sont fortement marquées 
(Figure III-44 A). Le signal de marquage diminue en présence d’Herceptine® non fluorescente 
ajoutée dans le milieu, d’autant plus que la concentration d’Herceptine® non fluorescente 
augmente (Figure III-44 B à D). La liaison des polymersomes est entièrement inhibée en 
présence d’une concentration d’Herceptine® non fluorescente 100 fois plus forte que celle 
d’Herceptine®-fluorescéine. Ces résultats, qui indiquent que les cellules BT-474 sont 
spécifiquement reconnues par l’Herceptine®, sont en accord avec les résultats de cytométrie 
en flux (Figure III-44 B). 
 
 
 
Figure III-44 : Marquage de cellules BT-474 par l’Herceptine®-fluorescéine, analysé par microscopie 
de fluorescence. Les cellules BT-474 sont incubées à 37 °C pendant 30 minutes avec 2,5 µg/ml 
d’Herceptine®-fluorescéine en présence de différentes concentrations d’Herceptine® non 
fluorescente : A) 0 ; B) 2,5 µg/ml ; C) 25 µg/ml ; D) 250 µg/ml. Pour chaque condition, des images de 
microscopie optique (haut) et de fluorescence (bas) sont présentées.  
 
 
Le marquage des cellules BT-474 et ZR-75 par les polymersomes fonctionnalisés et non 
fonctionnalisés a ensuite été étudié par microscopie de fluorescence. Sur les cellules BT-474, 
les polymersomes non fonctionnalisés donnent un signal de marquage très faible (Figure III-
45 A), tandis que les polymersomes fonctionnalisés donnent un fort signal (Figure III-45 B). 
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La liaison des polymersomes fonctionnalisés est complètement inhibée en co-incubant les 
cellules en présence d’Herceptine® non fluorescente en excès (Figure III-45 C). Ceci montre 
que le marquage des cellules BT-474 par les polymersomes fonctionnalisés est spécifique. 
Avec les cellules ZR-75, ni les polymersomes non fonctionnalisés ni les polymersomes 
fonctionnalisés ne donnent de signal (Figure III-45 D et E).  
 
Figure III-45 : Marquage des polymersomes fonctionnalisés sur les cellules BT-474 et ZR-75, par 
microscopie de fluorescence. A) cellules BT-474 + polymersomes non fonctionnalisés; B) cellules BT-
474 + polymersomes fonctionnalisés; C) cellules BT-474 + polymersomes fonctionnalisés + 
Herceptine® non fluorescent ; D) cellules ZR-75 + polymersomes non fonctionnalisés ; E) cellules ZR-
75 + polymersomes fonctionnalisés. Polymersome : polymersomes non fonctionnalisée ; 
Polymersome-Her : polymersome fonctionnalisé par l’Herceptine®. La concentration des 
polymersomes utilisée est 100 µg/ml. La concentration de l’Herceptine® non fluorescent utilisée est 
25 µg/ml. L’incubation est effectuée à 37 °C pendant une heure. Pour chaque condition, des images 
de microscopie optique (haut) et de fluorescence (bas) sont présentées. 
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III-3.3.4 Etude de la liaison de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® aux 
cellules BT474, par MET 
 
Le ciblage des cellules BT-474 par les polymersomes fonctionnalisés a été analysé par la MET. 
Ces expériences reposent sur l’hypothèse que la présence de particules de maghémite 
associées aux polymersomes permettra leur détection par MET. Cependant, le 
comportement des polymersomes face aux traitements de fixation et de déshydratation 
étant inconnu, une série d’expériences témoin a été réalisé initialement à l’aide d’un autre 
type de nanoparticules, des nanoparticules d’or fonctionnalisées par l’Herceptine® 
(Au@Herceptine®). L’immuno-MET à l’aide de nanoparticules d’or fonctionnalisées par des 
anticorps constitue en effet une approche classique de localisation d’anticorps au niveau 
cellulaire. Ces expériences avaient donc pour objectif de révéler le niveau de liaison des 
anticorps Herceptine® au niveau des cellules BT-474. 
Les Au@Herceptine® ont été préparées par Romain Linares (CBMN) selon une méthode 
adaptée de celle développée initialement pour la synthèse de nanoparticules Au@Anx5 
(Brisson et Mornet 2007). Brièvement, la synthèse des nanoparticules Au@Herceptine® est 
basée sur le couplage covalent de molécules d’Herceptine® modifiées préalablement pour 
exposer des groupes sulfhydryles à des nanoparticules d’or exposant des groupes 
maléimides (Figure III-46). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-46 : Schéma de la synthèse de nanoparticule d’Au@IgG. 
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Les échantillons cellulaires ont été préparés comme décrit dans le chapitre Matériel et 
Méthodes. La Figure III-47 A présente une image à faible grandissement de cellules BT-474 
incluses dans la résine. Les cellules BT474 forment un tapis cellulaire constitué de plusieurs 
couches de cellules superposées. 
Comme le montre la Figure III-47 B, la surface des cellules BT-474 présente un grand nombre 
de nanoparticules d’or visualisées sous la forme de points noirs de taille de l’ordre de 10 nm. 
La résolution des images de MET n’est pas suffisante pour révéler les molécules d’ 
Herceptine® elles-mêmes. Le marquage observé ici est de haute densité, car il faut rappeler 
que chaque section a une épaisseur de 70 nm, ce qui représente quelques millièmes de 
l’épaisseur d’une cellule. Un calcul très approximatif suggère qu’environ 1000 nanoparticules 
d’Au@Herceptine® sont liées par cellule BT-474. 
Par contre, aucun marquage n’est observé lorsque les cellules BT-474 sont pré-saturées par 
de l’Herceptine® avant incubation avec des nanoparticules d’Au@Herceptine®. De plus, 
lorsque les mêmes expériences sont réalisées avec les cellules ZR-75,  aucune particule d’or 
n’est observée liée à ces cellules.  
 
Ces expériences démontrent que les nanoparticules d’Au@Herceptine® se lient 
spécifiquement et à haute densité au niveau des cellules BT-474. 
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Figure III-47 : Ciblage des cellules BT-474 par des nanoparticules d’Au@@Herceptine®, par MET.  
A) Cellules BT-474 incluses dans la résine. Barre d’échelle : 2 µm ; B) Zone correspondant au 
rectangle pointillé de A. Liaison de nanoparticules d’Au@Herceptine® à la surface des cellules BT-474. 
Barre d’échelle : 200 nm. Rond rouge : Au@Herceptine®. (Images réalisées par S. Tan et M.-C. Brisson, 
CBMN). 
 
 
Suite à cette série d’expériences d’immuno-marquage à l’aide de nanoparticules 
d’Au@Herceptine®, la liaison des polymersomes magnétiques fonctionnalisés par 
l’Herceptine® a été entreprise. La Figure III-48 est représentative des résultats obtenus 
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lorsque des cellules BT-474 sont incubées avec des polymersomes magnétiques 
fonctionnalisés par l’Herceptine®. Un grand nombre de petits agrégats de nanoparticules, de 
taille de l’ordre de 7 nm, sont observés liés à la surface des cellules et également dans le 
cytoplasme des cellules. Ces nanoparticules sont tout à fait caractéristiques des particules de 
maghémite (Figure III-41). Lorsque les cellules BT-474 sont incubées en présence de 
polymersomes magnétiques non fonctionnalisés, aucun marquage n’est observé (données 
non montrées). De même, lorsque les cellules BT-474 sont pré-incubées par l’Herceptine® 
puis incubées en présence de polymersomes magnétiques fonctionnalisés, aucun marquage 
n’est observé (données non montrées).  
Les polymersomes eux-mêmes ne sont pas visualisés sur les images de MET. Ceci est 
certainement du au fait que les polymersomes sont solubilisés ou dispersés au cours de 
procédures de préparation des échantillons.  
L’ensemble de ces résultats confirme la capacité de ciblage des cellules BT-474 par les 
polymersomes fonctionnalisés par l’Herceptine® et démontre que les polymersomes, ou leur 
contenu, sont capables d’être internalisés dans les cellules BT-474. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-48 : Ciblage des cellules BT-474 par des polymersomes magnétiques fonctionnalisés par  
l’Herceptine®, par MET. Barre d’échelle : 100 nm. (Images réalisées par S. Tan). 
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Dans cette partie (III-3), la capacité de ciblage des polymersomes fluorescents et 
magnétiques fonctionnalisés par l’Herceptine® au niveau de cellules cancéreuses a été 
étudiée par trois approches : la cytométrie en flux, la microscopie de fluorescence et la MET. 
Les résultats obtenus sont cohérents et complémentaires. La cytométrie en flux analyse un 
grand nombre de cellules et fournit des résultats statistiques. La microscopie de 
fluorescence et la MET fournissent des images obtenues sur un faible nombre de cellules. 
L’ensemble de ces résultats démontre que les polymersomes fonctionnalisés par 
l’Herceptine® sont capables de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses exprimant le 
récepteurs HER2. Finalement, les résultats de MET suggèrent que le contenu des 
polymersomes peut être internalisé par les cellules, ce qui est un aspect essentiel dans le 
contexte du rôle thérapeutique de ces nanoparticules. 
 
 
 
 
 
III-4 Synthèse de liposomes fonctionnalisés par l’Herceptine® et Ciblage in vitro aux 
cellules du cancer du sein 
En parallèle aux études réalisées sur les polymersomes et en raison des problèmes de 
stabilité rencontrés avec certains lots de polymersomes, nous avons développé un projet 
similaire portant sur l’étude quantitative de la fonctionnalisation de liposomes par 
l’Herceptine® et de leur ciblage de cellules du cancer du sein. Pour ce projet, nous avons 
choisi la stratégie de couplage direct, consistant à modifier les anticorps avec des groupes 
thiols et à greffer les anticorps thiolés à des liposomes exposant des groupes maléimides. 
Les résultats de cette étude sont présentés ci-dessous sous forme d’un article qui sera 
soumis à publication prochainement. 
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ABSTRACT 
 
Long-circulating immunoliposomes functionalized with antibodies directed against surface 
receptors overexpressed by cancer cells have already proven their interest as drug delivery 
nanosystems in cancer research and therapy. The relationship between liposome 
functionalization by antibodies and efficacy of cell targeting remains however poorly 
understood, mainly due to experimental difficulties in the detailed characterization of 
immunoliposomes. We present here a quantitative study of the synthesis of liposomes 
containing lipids covalently linked to the anti-HER2 monoclonal antibody trastuzumab, and 
their efficacy to target HER2-overexpressing breast cancer cells. The successive steps of 
trastuzumab thiolation, coupling of thiolated trastuzumab to liposomes and targeting of 
immunoliposomes towards cancer cells were characterized quantitatively by SDS-PAGE, 
cryo-Transmission Electron Microscopy, flow cytometry and fluorescence microscopy. We 
show that efficient cell targeting could be achieved with liposomes functionalized on average 
with one single trastuzumab molecule. This study provides a rational approach for a 
quantitative characterization of ligand-functionalized nanoparticles used as drug delivery 
systems.  
 
Keywords: Drug delivery systems; liposome; antibody; breast cancer; trastuzumab; BT474 
cells; protein chemistry; cryo-Transmission Electron Microscopy; flow cytometry; 
fluorescence microscopy. 
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INTRODUCTION 
 
Drug delivery systems are submicrometer nanoparticles made of lipid or/and polymer 
assemblies which carry a drug or/and an imaging agent to a target site in the body (1–4). The 
main advantages of drug delivery nanoparticles over systemic administration of a compound 
are to avoid or reduce its dilution, elimination by the body filters, degradation, or potential 
side effects. Three generations of drug delivery nanoparticles have been developed 
successively, the first generation being composed of drugs encapsulated in a nanocarrier, the 
second of nanocarriers rendered able to escape or retard elimination by the reticuloendothelial 
system via a coating layer of hydrophilic polymers, e.g. poly(ethylene glycol) (PEG) moieties, 
while the third generation of nanomedicine presents in addition ligands, e.g. antibodies or 
peptides, able to recognize a specific molecular target and deliver its drug content at the 
desired site in the body (5). The two first generations of nanomedicine are associated with the 
concept of passive drug targeting. Passive drug targeting via long-circulating nanocarriers is a 
major strategy used in cancer therapy (6, 7), because nanocarriers can accumulate in solid 
tumor tissues through leaky blood vessels, via the so-called enhanced permeability and 
retention (EPR) effect (8). The concept of active drug targeting applies to the third generation 
of nanomedicine, exemplified by the immunoliposomes, which consist of liposomes 
covalently coupled to antibodies or antibody fragments directed against surface receptors 
overexpressed by target cells (3, 9, 10).  
Although the presence of targeting ligands at the surface of nanoparticles, such as antibodies, 
peptides, folate, and other ligands, provides obvious advantages in drug delivery (11), several 
studies have stressed potential limitations associated with the presence of these ligands (11–
13). Indeed, the coupling of an antibody moiety to liposomes may favor the binding of 
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opsonins or initiate an immune reaction leading to a reduction of their circulation time (12). In 
addition, the coupling of large macromolecules like antibodies may alter the stability of 
liposomes or other nanoparticles assembled through hydrophobic interactions. The presence 
of antibodies or other bulky hydrophilic macromolecules at the nanoparticle surface is likely 
to alter the hydrophilic-hydrophobic balance, so that nanoparticles may be destabilized at high 
antibody surface density (14),similarly to PEG-lipid molecules which induce a vesicle-micelle 
transition above a threshold concentration (15). It is therefore critical to control the number of 
antibodies coupled to immunoliposomes, or the number of ligands grafted to nanomedicines 
in general, in order to optimize their active targeting efficacy.  
The objective of this study was to investigate the relationship between the extent of 
functionalization of liposomes with antibodies and their cell targeting efficacy. In particular, 
our objective was to address the question of the lowest number of antibodies enabling cell 
targeting of immunoliposomes. These questions were addressed using breast cancer cells and 
trastuzumab-functionalized liposomes (16–22). Trastuzumab is a monoclonal antibody (mAb) 
directed against the HER2 (ErbB2) receptor tyrosine kinase (23–25) which is overexpressed 
in a large number of breast cancers and plays an important role in the pathogenesis of the 
disease (26–28). Trastuzumab has been the first humanized mAb to be approved by FDA and 
to be applied to target breast cancer cells clinically (29–32).  
We present here a quantitative analysis of the successive steps of: 1) thiolation of trastuzumab 
antibodies, 2) covalent coupling of thiolated antibodies to liposomes, and 3) targeting of 
trastuzumab-functionalized liposomes towards HER2-expressing breast cancer cells (Figure 
1). The results obtained shed new insight into the controlled functionalization of 
immunoliposomes and their use for drug delivery applications.   
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Materials 
2-iminothiolane was from Pierce (Rockford, USA). 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DOPC), cholesterol, 1,2-dipalmytoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
[methoxy(poly(ethyleneglycol))-2000] (PEG2000-DPPE), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[maleimide-(poly(ethyleneglycol))2000] (Mal-PEG2000-DSPE) and 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)] 
(DOPE-NBD) were obtained from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Herceptin® 
(Roche) was a gift from Dr. J. Robert (Bordeaux). 1A7 and 3E6 antibodies were from Epsilon 
Biotech (Zonhoven, Belgium). Protein A-conjugated gold particles were from Ted Pella (CA, 
USA).  
All other chemicals were of ultrapure grade. Water was purified with a RiOs system 
(Millipore, St Quentin en Yvelines, France).  
 
Buffer preparation  
A HEPES buffered saline (HBS) solution made of 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7 was 
prepared in ultrapure water.  
 
Thiolation of antibodies 
Antibody thiolation was achieved by incubating mAbs with 2-iminothiolane, referred to as 
Traut’s reagent, in 50 mM phosphate buffer pH 8.0, at ambient temperature. The conditions 
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used (mAb concentration, Traut/mAb molar ratio, time length of reaction) are indicated in the 
Results section. Three washing steps were performed by filtration with a 30 kDa Microcon 
system (Millipore) in order to eliminate the excess of Traut’s reagent. At the final washing 
step, the phosphate buffer was replaced by the HBS buffer. 
The number of thiol groups per mAb was quantified by Ellman’s assay (33), using an excess 
of dinitro-2,2'-dithio-5,5'-benzoic acid (DTNB) (Aldritch, Saint-Quentin Fallavier, France). 
Optical density was measured at 412 nm after 5 min incubation with a Nanodrop 2000 
spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). 
 
Size exclusion chromatography (SEC) 
SEC experiments were performed with a Superdex 200 PC 3.2/30 column (GE Healthcare) 
run on a micro Akta FPLC system (GE Healthcare), using 50 mM phosphate buffer pH8. 
 
Liposome preparation 
Liposomes were prepared by lipid film hydration (34) followed by extrusion, as previously 
described (35). Briefly, lipids dissolved in chloroform were mixed in desired amounts to give 
a final composition of DOPC / cholesterol / Mal-PEG2000-DSPE / PEG2000-DPPE / DOPE-
NBD in 68 / 25 / 1 / 4 / 2 mol %, respectively. The solvent was evaporated to dryness using a 
rotary-evaporator during 20 min. Lipids were hydrated in HBS, resulting in multilamellar 
vesicles (MLVs) and homogenized by three cycles of freeze-thawing and subsequent 
vortexing. Large unilamellar vesicles (LUVs) were obtained by extrusion of the resulting lipid 
dispersion, passing the mixture twenty times through successively through 200-nm and then 
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100-nm polycarbonate filters with a LiposoFast extruder (Avestin, Sodexim, France). 
Phospholipid concentrations were determined by phosphate analysis according to Rouser (36). 
 
Covalent coupling of thiolated trastuzumab to liposomes 
In order to obtain trastuzumab-functionalized liposomes, thiolated trastuzumab was reacted 
with liposomes exposing maleimide groups at their surface, referred to hereafter as Mal-
liposomes. Thiolated trastuzumab was mixed with desired amounts of liposomes containing 
Mal-PEG2000-DSPE lipids, in HBS at pH 7 and incubated for 16 h at ambient temperature. 
The number of maleimide groups available for covalent coupling was calculated assuming 
that lipids are equally distributed among the two membrane leaflets and that only maleimide 
groups located on the outer leaflet are accessible. Unbound mAbs were eliminated by three 
cycles of filtration over 300-kDa filters using an Amicon system (Millipore), with 
resuspension in HBS pH 7.  
The extent of trastuzumab coupling to liposomes was analyzed by SDS-PAGE (37) using a 10% 
resolving gel and visualization of protein bands by Coomassie blue staining.  
 
Cryo-Transmission Electron Microscopy 
For cryo-TEM, 5 µl of liposome suspensions at 0.1 mg/mL were incubated for 30 min with 
Protein A-conjugated gold particles (3.4 x 10
11
 P/mL final), then the mixture was deposited 
onto a perforated carbon film, the excess liquid was blotted with a filter paper and the grid 
was quickly plunged into liquid ethane using the Leica EM-CPC chamber (38). Cryo-TEM 
was performed with a Tecnai F20 (FEI) operated at 200 kV. Images were recorded with a 
USC1000 slow scan CCD camera (Gatan) at 50,000 x magnification. 
 184 
 
 
Cell culture 
Human breast cancer cell lines BT474 and ZR75 were gifts from Dr. Edurne Berra 
(CICbioGUNE, Bilbao, Espagne). Cells were grown at 37°C in a humidified 5% CO2 
atmosphere in RPMI 1640 medium containing 10% fetal bovine serum (Life Technologies, 
Saint Aubin, France), 100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin (Life Technologies, 
Saint Aubin, France). Cultures were passaged every seven days for BT474 and every five 
days for ZR75 to keep them in logarithmic growth. 
 
Flow cytometry 
Breast cancer cell lines BT474 and ZR75 were seeded in 24 well plate at 1.5 10
5
 cells per well 
in RPMI 1640 medium. After 24 h culture, cells were treated for 1 h with trastuzumab-
functionalized liposomes or unmodified Mal-liposomes at various concentrations, as indicated 
in the text. Cells were then harvested, washed twice with PBS, re-suspended in 500 µL buffer 
and transferred to ice-cooled flow cytometry tubes. Tubes were kept on ice and 5 µg/mL 
propidium iodide (PI) was added prior to analysis. In order to evaluate the specificity of 
interaction between trastuzumab-functionalized liposomes and BT474 cells, cells were first 
incubated for 30 min in the presence of 2.5µg/mL trastuzumab and then co-incubated for 1 h 
with 2.5µg/mL trastuzumab and trastuzumab-functionalized liposomes prior to further 
processing. 
Flow cytometry analysis was performed using a Cytomics FC500 (Beckman Coulter, 
Villepinte, France), equipped with the optional 635nm solid state laser and running CXP 
cytometer 2.1. All parameters were set to a logarithmic scale and acquisitions were performed 
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using the highest flow rate (~60 µl/min). Cells were identified according to their light 
scattering properties, FL1 fluorescence was used to monitor the binding of fluorescent 
liposomes to cells and FL3 fluorescence was used to monitor cell viability by PI labeling. For 
each experiment 10,000 cells were analyzed from two independent samples. Compensation 
and data analysis were made using CXP Analysis 2.2. Typical compensation values of the 
FL1 fluorescence in the FL3 channel was 26%. After necrotic cells were eliminated from 
further analysis, the FL1 mean fluorescence intensity of living cells and the percentage of 
fluorescently labeled cells were exported to MS Excel
®
. 
 
Fluorescence microscopy 
Breast cancer cells were seeded in a µ-Slide 8 well ibiTreat (Biovalley) at 5 x 10
4
 cell per well, 
then cells were allowed to adhere for 24 hours. Cells were incubated with liposomes 
functionalized, or not, by trastuzumab at various concentrations in normal cell culture 
medium at 37 °C and 5% CO2 for 1 hour. After incubation, cells were washed two times with 
RPMI 1640 medium without phenol red. Cells were then observed with an Olympus IX81 
microscope equipped for observations in transmission or fluorescence via fluorescence cubes. 
The NBD-labeled cells were observed through the fluorescence cube U-MNIBA2 equipped 
with a bandpass excitation filter (470-490nm), a dichroic mirror (505nm) and a bandpass 
emission filter (510-550nm).  
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RESULTS and DISCUSSION 
 
1- Thiolation of antibodies 
As the overall aim of this study was to correlate the extent of trastuzumab thiolation to the 
coupling of thiolated mAb to Mal-liposomes and the efficacy of trastuzumab-functionalized 
liposomes to target HER2-expressing breast cancer cells, we analyzed first the sensitivity of 
trastuzumab molecules towards various conditions of thiolation. Sufhydryl groups can be 
introduced into proteins or other molecules through reaction between 2-iminothiolane, or 
Traut’s reagent, and primary amino groups (39, 40). The influence of the following 
parameters on the introduction of sulfhydryl groups into trastuzumab molecules was 
investigated: the (Traut’s reagent/mAb) molar ratio, time of reaction and mAb concentration.  
First, we set a reaction time of one hour and a mAb concentration of 1mg/mL and 
investigated the influence of the (Traut’s reagent/mAb) molar ratio on the extent of mAb 
thiolation. The number of thiol groups introduced per mAb was found to vary linearly with 
the (Traut’s reagent/mAb) ratio over the range 5/1 to 80/1 (Figure 2A). About one thiol group 
was introduced per mAb for a (Traut’s reagent/mAb) molar ratio of 5/1. Increasing further the 
(Traut’s reagent/mAb) molar ratio resulted in a larger number of thiol groups introduced per 
mAb, reaching about 40 thiols at a (Traut’s reagent/mAb) ratio of 600 (data not shown). For 
the rest of this study, we limited our investigations to (Traut’s reagent/mAb) ratios ranging 
from 5/1 to 100/1, because higher values lead to extensive oligomerization of mAbs (see 
below).  
The accuracy in the measurements of thiol groups is limited principally by the spontaneous 
hydrolysis of the Traut’s reagent itself. For example, for the condition (Traut’s 
reagent/mAb)5/1, a number of 1.1 ± 0.7 thiol groups was measured over 5 independent 
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experiments. This intrinsic inaccuracy in thiol determination is of particular importance for 
low thiol numbers, especially near the critical limit of 1 thiol per mAb.    
Next, we set a (Traut’s reagent/mAb) molar ratio of 50/1 and a trastuzumab concentration of 
1mg/mL, and investigated the influence of the reaction time on the extent of thiolation. The 
number of thiol groups introduced per mAb was found to increase almost linearly up to one 
hour, then leveled off (Figure 2B). In these conditions, one thiol group was introduced per 
trastuzumab molecule for a reaction time of 5 to 10 min. 
Finally, we selected a reaction time of 30 min and investigated the influence of trastuzumab 
concentration at two (Traut’s reagent/mAb) molar ratios, namely 5/1 and 50/1. The extent of 
thiolation was found to increase continuously for a molar ratio of 50/1 while, for a 5/1 molar 
ratio, a plateau was reached at about one thiol per mAb for a mAb concentration of 3 mg/mL 
(Figure 2C). We interpret this latter result as reflecting a limiting factor associated either with 
the Traut’s reagent, which hydrolyzes spontaneously at pH 8, or/and to a kinetic effect.   
As the presence of thiol groups in a molecule may lead to the spontaneous formation of 
disulfide bonds between neighboring molecules, which may cause ultimately aggregation 
problems, we investigated this issue by SEC. The reaction time was set to 1 h, trastuzumab 
concentration to 1 mg/mL, and two (Traut’s reagent/mAb) molar ratios were selected, namely 
5/1 and 40/1, conditions giving on average 1 and 3 thiol groups per mAb, respectively. With 
trastuzumab thiolated at 5/1 (Traut’s reagent/mAb) ratio, in addition to the peak of the 
monomer, a second peak was observed, which most likely corresponds to a dimer of 
trastuzumab (Figure 3A). This peak corresponded to an amount of 6% dimer at t=0 and barely 
increased after one week at 4°C. We interpret the presence of dimers at t=0, which 
corresponds in fact to a total of 2 h, including the incubation and the filtration steps, as 
resulting from a concentration effect during the filtration step needed to eliminate the excess 
of Traut’s reagent. With trastuzumab thiolated at 40/1 (Traut’s reagent/mAb) ratio, the 
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amount of dimer was 22% at t=0, while after one week, the dimer peak corresponded to 25% 
of the total and a third peak, corresponding most likely to trimers or higher order oligomers, 
represented 19% of the total (Figure 3B). 
These results stress the importance of controlling the extent of mAb thiolation. Several studies 
dealing with the formation of mAb-functionalized nanoparticles use mAbs thiolated in 
conditions in which a large number of thiols is formed, conditions in which potential 
problems of aggregation may occur, as reported by Vingerhoeds et al. in the case of 
liposomes functionalized with an enzyme (14).  
Finally, in order to evaluate whether the results obtained with trastuzumab were antibody 
specific or, on the contrary, of general application, we investigated the behavior of two other 
monoclonal antibodies, namely 1A7 and 3E6, which are mAbs raised against the prostate 
specific antigen (41). Figure 2D indicates that the three mAbs behave similarly. We conclude 
therefore that the results presented above for trastuzumab can be extended to other antibodies. 
The results of this study allowed us to define the optimal conditions which were used for the 
rest of this work. In particular, the value of one thiol per mAb was considered with particular 
interest, because this is the minimal value which may lead to liposome functionalization.  
 
2- Covalent coupling of thiolated trastuzumab to Mal-liposomes 
The covalent coupling of thiolated trastuzumab to Mal-liposomes, which expose a thiol-
reactive maleimide group at their PEG distal end, was monitored by SDS-PAGE. The 
rationale of the assay was as follows: when a mAb is covalently coupled to a Mal-PEG2000-
DSPE lipid of about 2.5 kDa MW, the band corresponding to its light or/and its heavy chain 
will be shifted, due to an increase of apparent molecular weight (35).  
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For these experiments, we selected three conditions of mAb thiolation, in which 3 mg/mL 
trastuzumab were reacted for 20 min with 2-iminothiolane at (Traut’s reagent/mAb) ratios of 
5/1, 40/1 and 100/1, conditions in which the numbers of thiol groups introduced per mAb are 
1, 3 and 8 (± 0.7), respectively, as determined above. For sake of simplicity, these 
trastuzumab solutions will be referred to as trastuzumab1SH, trastuzumab3SH and 
trastuzumab8SH. 
Figure 4A presents results of a typical experiment of liposome functionalization, in which a 
fixed amount of 100 µg trastuzumab1SH, trastuzumab3SH or trastuzumab8SH was incubated with 
a fixed amount of 1 mg Mal-liposomes, for 16 h at ambient temperature. These conditions 
were selected because they correspond to a large excess of liposome surface, so that the 
coupling reaction should not be limited by steric hindrance effects. Indeed, if all mAbs were 
bound to liposomes, there would be on average 25 mAb molecules per liposome, while a 
liposome presents a surface large enough for binding about 200 mAbs, considering that each 
mAb can be assimilated in projection to a disk of 10 nm diameter. In addition, each liposome 
exposes an average number of 500 maleimide groups, so that in these experimental conditions, 
there are 20 maleimide groups available per mAb molecule.  
Figure 4 illustrates the main results of this analysis. In each lane, a total amount of 4 µg 
trastuzumab was deposited, in order to provide a direct and quantitative comparison of the 
obtained results. For the trastuzumab protein alone (lane 1), two bands are observed, of 
apparent MW of 25 kDa and 50 kDa, which correspond to the light and heavy chains of mAbs, 
respectively. For thiolated trastuzumab8SH (lane 2), in addition to these two bands, several 
bands at high molecular weight are observed, which most likely correspond to disulfide 
bonded cross-linked species, which are resistant to treatment with -mercaptoethanol. After 
incubating thiolated trastuzumab with Mal-liposomes, two additional bands are observed, 
located for one just above the antibody heaving chain (band labeled H-lipid in Figure 4A), 
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and just above the antibody light chain for the other (band labeled L-lipid). These two bands 
were only observed when both reactive thiol and maleimide groups are present, as indicated 
by the control experiments in lanes 11 to 15, in which either maleimide groups were 
inactivated by addition of -mercaptoethanol or non thiolated mAbs were used. Therefore, 
these two additional bands correspond to a covalent linkage of a Mal-PEG-lipid to either the 
light or the heavy chain of trastuzumab, hence their names L-lipid and H-lipid.  
For each condition, unbound mAbs were separated from mAbs coupled to liposomes by 
filtration, allowing to characterize simultaneously the total (lanes 3,5,7) and the bound (lanes 
4,6,8) mAb populations. Figure 4A shows that the amount of covalent lipid-mAb complexes 
increases significantly between trastuzumab1SH and trastuzumab3SH, with a further increase for 
trastuzumab8SH. The fact that two bands are observed for both the light and the heavy chains 
of the liposome-bound mAbs (lanes 4,6,8) is explained as follows: mAbs are two-fold 
symmetrical molecules, so that, for sterical reasons, the probability that the two light or heavy 
chains bind a Mal-lipid molecule is low, even though the unbound chains may also be 
thiolated. 
Altogether, these results indicate that trastuzumab1SH molecules, which present on average 
one thiol group per mAb, are able to bind covalently to Mal-liposomes. In order to determine 
the number of trastuzumab molecules bound per liposome, the quantity of lipid-mAb 
complexes was estimated by comparing the intensity of the H-lipid bands to a calibration 
range of trastuzumab (Figure 4B). From such comparisons, performed on a visual basis, we 
estimated that about 30 ± 5% and 20 ± 5% of the total amount of trastuzumab heavy chains 
were transformed into lipid-heavy chain complexes for trastuzumab8SH and trastuzumab3SH, 
respectively. As the experimental conditions used here corresponded to a total amount, or 
nominal amount, of 25 mAbs per liposome, this means that on average about 7.5 
trastuzumab8SH and 5 trastuzumab3SH molecules were coupled per liposome. For 
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trastuzumab1SH, the lipid-heavy chain complex corresponded to about 5 ± 2% of the heavy 
chain, indicating that on average 1.25 trastuzumab1SH was coupled per liposome. This value is 
therefore close to the critical value of one mAb per liposome. As an objective of this study 
was to determine the lowest number of antibodies enabling cell targeting of 
immunoliposomes, we increased the relative amount of Mal-liposomes, by 3x and 10x, in 
order to decrease proportionally the number of trastuzumab per liposome. Figure 4C shows 
that the total amount of trastuzumab covalently bound to liposomes was very similar for the 
three conditions (see lanes 2,4,6 and 3,5,7 in Figure 4C), which correspond to nominal 
amounts of 25, 8.33 and 2.5 mAbs per liposome, and to experimentally estimated values of 
1.25, 0.4 and 0.12 mAb per liposome. Therefore in the most dilute situation (nominal amount 
of 2.5 mAb/liposome, estimated amount of about 0.1 mAb/liposome), about 90% of the 
liposomes are mAb-free while the remaining 10% present on average 1 mAb bound per 
liposome. For sake of simplicity, the conditions corresponding to liposomes functionalized 
with trastuzumab1SH at nominal concentrations of 25, 8 and 2.5 mAb per liposome will be 
referred to as 1 mAb/liposome, 0.3 mAb/liposome and 0.1 mAb/liposome, respectively. 
The fact that about 70% of trastuzumab8SH molecules did not react with Mal-lipids and that a 
maximal value of 7.5 mAbs per liposome is obtained in our experimental conditions deserves 
some comments. It is likely that the same set of primary amines were modified by Traut’s 
reagents for all, or almost all, mAb molecules. As each liposome presents on average 500 
Mal-lipids on its outer surface, only a minor proportion of Mal-lipids, of the order of 1 or few % 
(7.5/500), are coupled to a trastuzumab molecule. As indicated above, 200 mAbs could cover 
one liposome at maximum coverage density, it is therefore unlikely that sterical hindrance 
effects are responsible for the limited number of mAbs covalently bound to Mal-liposomes. 
One hypothesis is that the low mAb coupling is due to a low probability of interaction of SH 
and maleimide groups harbored by bulky molecules or particles. Another possibility could be 
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that the Mal-PEG2000-DSPE lipids are not distributed randomly over the liposome surface, but 
are clustered in small patches, due to their gel-like nature. Such a situation would result in a 
decrease the effective number of maleimide groups available for covalent coupling.  
 
3- Characterization of trastuzumab-functionalized liposomes by cryo-EM  
In addition, we characterized trastuzumab-functionalized liposomes at the structural level, by 
cryo-TEM (38). The resolution of cryo-TEM images is too low to enable resolving individual 
mAb molecules. Therefore in order to reveal trastuzumab molecules, gold nanoparticles 
conjugated with Protein A from Staphylococcus aureus were used, because Protein A binds to 
the Fc fragment of antibodies (42). Figure 5 presents representative images of liposomes 
functionalized by trastuzumab1SH (Figure 5A,B) and trastuzumab8SH (Figure 5C-F) at a 
nominal concentration of 25 mAb/liposome. For trastuzumab1SH-functionalized liposomes, 
about 75% of the liposomes were entirely devoid of gold particle, while the remaining 25% of 
liposomes presented one single gold particle, with very rare liposomes labeled with two gold 
particles (Figure 5B). On the other hand, almost all trastuzumab8SH-functionalized liposomes 
presented several gold particles, as illustrated in Figure 5C-F. The average number of Protein 
A-conjugated gold particles, hence of mAbs, per liposome was 8 ± 5 (n=100).   
It is striking that the number of trastuzumab-Protein A-gold particles determined by cryo-
TEM corresponds closely to the number of mAbs estimated from SDS-PAGE experiments. 
We considered initially that Protein A labeling would provide only a qualitative, not a 
quantitative, information on the number of trastuzumab molecules grafted to liposomes, 
hypothesizing a limited accessibility of trastuzumab molecules towards bound Fc fragments.  
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We must conclude that cryo-TEM provides a direct and accurate way for determining the 
number of mAbs bound per liposome. This is to our knowledge the first report of such an 
application of cryo-TEM in the drug delivery field. 
 
4- Targeting of trastuzumab-functionalized liposomes towards HER2-expressing BT474 
cells, by flow cytometry  
Next, we investigated the efficacy of trastuzumab-functionalized liposomes to target HER2-
overexpressing BT474 breast cancer cells (43). As control experiments, HER2-negative ZR75 
breast cancer cells were used (43). 
In preliminary experiments, liposomes functionalized with trastuzumab1SH, trastuzumab3SH 
and trastuzumab8SH at nominal concentration of 25 mAb/liposome (same liposomes as 
analyzed in Figure 4A) were incubated for 1h at 100 µg/mL in the presence of 1.5 x 10
5
 
BT474 or ZR75 cells, then the cells were processed for flow cytometry as described in the 
Methods section. As shown in Figure 6A, almost all BT474 cells were labeled by 
trastuzumab-functionalized liposomes in the three conditions, while non functionalized Mal-
liposomes presented a total absence of labeling. This initial result indicates that liposomes 
labeled with on average 1.25 trastuzumab molecules are able to reach their target on BT474 
cells. A significant labeling was also observed for HER2-negative ZR75 cells with 100 µg/mL 
liposomes functionalized with trastuzumab8SH, and less with trastuzumab3SH and 
trastuzumab1SH-functionalized liposomes (Figure 6A,B). We interpret this result as reflecting 
the fact that ZR75 cells express a basal level of HER2 receptors.     
Next, we limited our study to liposomes functionalized with trastuzumab1SH, which contain 
about one mAb per liposome, in order to determine the influence of liposome concentration 
on the number of labeled cells and intensity of labeling (Figure 6 C,D). The percentage of 
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labeled BT474 cells was found to vary from 5% to more than 90% for liposome 
concentrations ranging from 3 to 100 µg/mL. Control experiments indicated that no 
significant binding was observed for ZR75 cells up to 30 µg/mL trastuzamab1SH-
functionalized liposomes (Figure 6C). The fluorescence intensity of BT474 cells increased 
with the concentration of trastuzamab1SH-functionalized liposomes (Figure 6D), indicating 
that not only more BT474 cells were targeted by liposomes at higher liposome concentration, 
but also that more liposomes were bound per BT474 cell. 
Finally, we investigated the targeting efficacy of trastuzamab1SH-functionalized liposomes 
prepared in the presence of an excess of membranes, and referred to as 1 mAb/liposome, 0.3 
mAb/liposome and 0.1 mAb/liposome (Figure 6E). Liposomes were able to target BT474 
cells, down to 0.1 mAb/liposome, which ensures that liposomes functionalized with only one 
trastuzumab molecule were able to target HER2 receptors on BT474 cells. Negligible binding 
was observed on ZR75 cells in these conditions (Figure 6F).  
Altogether, these results demonstrate unambiguously that trastuzumab immunoliposomes 
presenting only one mAb per liposome were able to target HER2-positive BT474 cells with 
high efficacy. This result supports, and is supported, by the conclusion of a previous study in 
which we found that liposomes functionalized with one single annexin-A5 molecule were 
able to target phosphatidylserine-containing membranes, such as apoptotic membranes (35). 
 
5- Targeting of trastuzumab-functionalized liposomes towards HER2-expressing BT474 
cells, by fluorescence microscopy 
Finally, the binding of trastuzumab-functionalized liposomes to BT474 cells was investigated 
by fluorescence microscopy. Considering the results from flow cytometry, we focused our 
interest to the binding of liposomes functionalized with the lowest number of antibody, that is 
 195 
 
trastuzumab1SH-functionalized liposomes which contain one mAb per liposome, or less. Cell 
targeting of trastuzumab-functionalized liposomes was first investigated at 4°C, at which 
endocytosis is slowed down, preventing possible liposome internalization.  When 30µg/mL 
trastuzumab1SH-functionalized liposomes at 1 mAb/liposome were incubated with BT474 
cells, a strong fluorescence signal was observed surrounding the cells, evidencing an 
exclusive staining of the plasma membrane (Figure 7, upper panels). The labeling intensity 
increased with the liposome concentration and with the extent of liposome functionalization, 
the intensity being stronger with liposomes functionalized with 1 mAb/liposome than with 0.3 
mAb/liposome (data not shown). On the other hand, no fluorescence signal could be detected 
on ZR75 cells whatever the concentration of trastuzumab1SH-functionalized liposomes (data 
not shown), indicating that the binding to BT474 cells is mediated through a specific HER2-
trastuzumab interaction. 
Next, the targeting of trastuzumab1SH-functionalized liposomes to BT474 cells was 
investigated at 37°C. When 30µg/mL trastuzumab-functionalized liposomes were incubated 
for 1 h at 37°C with BT474 cells, a strong labeling was observed with a pattern indicating that 
the liposomes had been internalized (Figure 7, middle and bottom panels). The intensity of 
labeling increased with the extent of liposome functionalization, as illustrated by the middle 
and bottom panels which show the labeling obtained with liposomes at 0.3 mAb/liposome and 
1 mAb/liposome, respectively. 
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CONCLUSIONS 
 
The objective of this study was to correlate the relationship between the functionalization of 
liposomes with trastuzumab antibodies and their efficacy of targeting HER2-expressing breast 
cancer cells. The thiolation of anti-HER2 trastuzumab antibodies with Traut’s reagent and the 
covalent coupling of thiolated trastuzumab to Mal-liposomes were analyzed quantitatively, 
showing that trastuzumab molecules modified with one single thiol group were able to be 
covalently coupled to Mal-liposomes. The cryo-TEM characterization of trastuzumab-
functionalized liposomes confirmed the number of mAbs bound to liposomes, providing a 
direct and quantitative assay for characterizing antibody-functionalized nanoparticles used as 
drug delivery nanomedicines. Finally, we demonstrated, by flow cytometry and fluorescence 
microscopy, that trastuzumab-functionalized liposomes were able to target HER2-expressing 
breast cancer cells down to one mAb per liposome. The presence of only one, or few, 
antibodies at the surface of immunoliposomes is expected to minimize their potential 
interaction with opsonines, immunogenicity or liposome destabilizing effect. Further 
investigation is required to evaluate the behavior of such immunoliposomes in vivo.  
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1- Scheme of the thiolation of trastuzumab mAbs (1), covalent coupling of thiolated 
trastuzumab to Mal-liposomes (2) and the targeting of trastuzumab-functionalized liposomes 
towards HER2-expressing BT474 breast cancer cells. 
 
Figure 2 - Thiolation of trastuzumab with Traut’s reagent 
(A)- Influence of the (Traut’s reagent / trastuzumab) molar ratio on the number of thiol 
groups introduced in trastuzumab. 
(B)- Influence of the reaction time on the number of thiol groups introduced in trastuzumab. 
(C)- Influence of the trastuzumab concentration on the number of thiol groups introduced in 
trastuzumab, at Traut’s reagent / trastuzumab) molar ratios of 50 (black squares) and 5 (empty 
circles). 
(D)- Influence of the reaction time on the number of thiol groups formed in trastuzumab 
(empty circle), 1A7 (black square) and 3E6 (black diamond) mAbs. 
 
Figure 3- Formation of disulfide-bonded oligomers of thiolated trastuzumab, by SEC. 
(A)- Trastuzumab5/1; (B)- Trastuzumab40/1. In both cases, the same sample was analyzed just 
after its production (blue curves) and after 7 days at 4°C (red curves). In (A), both curves are 
almost superposed. 
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Figure 4 – Analysis of the covalent coupling of thiolated trastuzumab to Mal-liposomes, by 
SDS-PAGE 
A- In each lane, 4 µg trastuzumab were deposited, except in lane 9 in which pure Mal-
liposomes were deposited. For the 3 samples analyzed, which correspond to liposomes 
functionalized with trastuzumab5/1 (lanes 3,4),  trastuzumab40/1 (lanes 5,6) and 
trastuzumab100/1 (lanes 7,8), the coupling reaction was performed at 25 trastuzumab molecules 
per liposome.  The numbers 1 and 2 refer to samples before and filtration, respectively. 
The positions of the light (25 kDa) and heavy (50 kDa) chains of trastuzumab are indicated. 
H-lipid and L-lipid indicate the positions of the complexes between one Mal-PEG-lipid and 
either the heavy or the light chain of trastuzumab. The diffuse band at the bottom of the gel, 
marked with an asterisk (*), corresponds to lipids.         
B- Calibration curve of trastuzumab. From lanes 1 to 10, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8, 1,000, 
2,000, 3,000 and 4,000 ng trastuzumab. In lanes 11 and 12, a total  trastuzumab amount of 4 
µg trastuzumab contained in liposomes functionalized with trastuzumab5/1 (lane 11) and 
trastuzumab40/1 (lane 12) and obtained after filtration were deposited. These samples are the 
same as presented in lanes 4 and 6 of panel (A).  
(C)- Lane 1 : 4 µg trastuzumab5/1. Lanes (2, 3), (4,5) and (6,7) : 4 µg of  liposomes 
functionalized with trastuzumab5/1 at a total concentration of 25, 8 and 2.5 trastuzumab 
molecules per liposome, respectively, before (1) and after (2) filtration.       
 
Figure 5- Cryo-TEM of trastuzumab-functionalized liposomes labeled with Protein A-
conjugated gold particles. Liposomes functionalized with trastuzumab5/1 (A,B) and 
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trastuzumab40/1 (C,F). In most images, the liposomes present two dark lines distant by about 4 
nm at their periphery, which is characteristic of lipid bilayers (arrow in B) (44) 
. Several liposomes (A,B,D,F) present in addition two concentric lipid bilayers, which is due 
to a osmotic effect occurring during drying.     
Scale bar : 50 nm. All images are represented at the same magnification. 
 
Figure 6 - Targeting of trastuzumab-functionalized liposomes to breast cancer cells, by flow 
cytometry. 
(A,B) : Percentage of labeling (A) and average fluorescence intensity (B) of HER2-positive 
BT474 and HER2-negative ZR75 cells by 100 µg/mL unfunctionalized liposomes and 
liposomes functionalized with trastuzumab5/1 , trastuzumab40/1 and trastuzumab100/1, 
respectively.   
(C,D) : Percentage of labeling (C) and average fluorescence intensity (D) of HER2-positive 
BT474 and HER2-negative ZR75 cells by 1 to 100 µg/mL trastuzumab5/1-functionalized 
liposomes, at an average density of 25 mAb per liposome. 
(E,F) : Percentage of labeling of HER2-positive BT474 (E) and HER2-negative ZR75 (F)  
cells by various amounts of trastuzumab5/1-functionalized liposomes prepared at 2.5, 8 and 25 
total mAb concentrations, respectively. 
 
Figure 7 - Targeting of trastuzumab-functionalized liposomes towards breast cancer cells, by 
fluorescence microscopy. 
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Fluorescence images (left columns) and overlays between fluorescence and bright-field 
images (right columns) of BT474 cells incubated with 30 µg/mL NBD-labeled trastuzumab5/1-
functionalized liposomes for 1h at 4°C (upper panels) or 37°C (middle and lower panels). The 
total concentration of trastuzumab molecules per liposome was 25 for the upper and lower 
panels, and 8 for the middle panels.  
Scale bar : 50 µm. All the images were recorded at the same magnification. 
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IV Conclusions & Discussions 
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Mon travail de thèse a été focalisé sur la fonctionnalisation de nanoparticules polymériques 
de  PTMC-b-PGA par des agents de ciblage à base d’anticorps pour cibler les cellules du 
cancer du sein HER2 positif. Ma thèse a comporté trois parties principales : 1) Production de 
protéines de fusion Anx5-scFv comme agent de ciblage ; 2) Fonctionnalisation des 
polymersomes PTMC-b-PGA par l’anticorps Herceptine® via la plate-forme de liaison 
d’anticorps Anx5-ZZ ; 3) Caractérisation des propriétés de ciblage des polymersomes 
fonctionnalisés par l’Herceptine® au niveau de cellules cancéreuses exposant le récepteur 
HER2. 
 
IV-1 Production de protéines de fusion Anx5-scFv 
L’objectif était de produire de protéines de fusion Anx5-scFv en vue de les utiliser comme 
agents de fonctionnalisation des polymersomes PTMC-b-PGA. Etant donné que la cible 
cellulaire n’avait pas été choisie au début de ma thèse, il a été décidé dans un premier temps 
de mettre au point le développement de protéines de fusion Anx5-scFv sur des systèmes 
modèles. Nous avons donc choisi deux scFvs, le TEG4 dirigé contre l’intégrine αIIbβ3 de la 
plaquette sanguine, et le 13R4, dirigé contre β-galactosidase.  
Nous avons essayé d’exprimer diverses versions de la protéine de fusion Anx5-TEG4, dans 
deux souches bactériennes : BL21(DE3)pLysS et Origami2(DE3)pLysS. L’expression de la 
protéine de fusion Anx5-TEG4 a été d’abord tentée dans la souche BL21(DE3)pLysS qui est la 
souche d’E. coli la plus couramment utilisée pour l’expression de protéines. Les premiers 
essais ont été réalisés avec l’Anx5SH-TEG4, car le plasmide correspondant était disponible au 
laboratoire. La majorité des Anx5SH-TEG4 surexprimées se sont avérées être insolubles, quels 
que soient les paramètres d’expression utilisés. L’hypothèse d’une gêne stérique entre 
l’Anx5SH et le scFv TEG4 a été envisagée, et une seconde stratégie a été mise en œuvre, 
basée sur l’insertion d’un segment espaceur hydrophile de type poly-asparagine (polyN) 
entre l’Anx5SH et le scFv TEG4. Avec cette construction, la moitié environ des protéines 
Anx5SH-polyN-TEG4 surexprimées étaient présentes dans la fraction soluble, cependant ces 
protéines se sont retrouvées agrégées après la première étape de purification par 
chromatographie d’exclusion de taille. Nous avons émis l’hypothèse que l’agrégation des 
Anx5SH-polyN-TEG4 était due à la formation de ponts disulfures « artefactuels ». Cette 
hypothèse a été testée en remplaçant l’Anx5SH par l’Anx5wt, qui ne possède qu’une seule 
cystéine non accessible, mais l’Anx5wt-polyN-TEG4 a présenté le même caractère insoluble. 
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Ceci suggère que l’agrégation des protéines de fusion entre l’Anxx5 et le TEG4 provient de la 
formation de ponts disulfures « artefactuels » entre les quatre cystéines de la partie TEG4.  
Afin de favoriser la formation correcte des ponts disulfures, j’ai ensuite utilisé la souche 
Origami2(DE3)pLysS dont le cytoplasme est oxydant. Cependant, l’ensemble des essais de 
surexpression des protéines recombinantes Anx5SH-TEG4, Anx5SH-polyN-TEG4, Anx5wt-TEG4 
et Anx5wt-polyN-TEG4 ont échoué avec cette souche. Notre but étant d’obtenir des 
quantités importantes de protéines recombinantes pour la suite des études, l’utilisation de 
la  souche Origami2(DE3)pLysS a été abandonnée. 
Les études réalisées en parallèle avec le scFv 13R4 ont indiqué que la protéine de fusion 
Anx5wt-13R4 n’est pas exprimée dans la souche PM12, alors que le 13R4 était légèrement 
surexprimé dans les mêmes conditions. Ce résultat, bien que préliminaire, suggère que le 
fait de fusionner l’Anx5wt à l’extrémité N-terminale du 13R4 a un effet inhibiteur sur 
l’expression du 13R4. Cette étude n’a pas été poursuivie en raison du manque de temps. 
Entre autre, nous n’avons pas pu étudier si l’ajout du linker polyN entre les deux protéines, 
ou si la fusion de l’Anx5wt en position C-terminale du 13R4 pouvaient améliorer les résultats.  
 
En conclusion de cette partie de mon travail de thèse, la production de protéines de fusion 
solubles entre l’Anx5 et des scFvs chez E. coli a rencontré de grandes difficultés. Pour 
résoudre ce problème, deux approches me semblent envisageables. En premier lieu, aucun 
essai de renaturation des protéines après solubilisation des corps d’inclusion, à l’aide 
d’agents comme l’urée ou la guanidine, n’a été entrepris. De nombreuses études ont reporté 
le succès de renaturation de protéines par cette approche (Middelberg 2002; Zhao et al. 
2005; Razeghifard 2004). Cependant, le fait que le problème rencontré avec le système 
Anx5-scFv soit associé à la formation de ponts disulfures et non à l’établissement 
d’interactions hydrophobes entre les protéines ne semble pas en faveur d’une telle 
approche. La seconde approche serait d’exprimer les protéines de fusion Anx5-scFv dans un 
autre système d’expression qu’E. coli.  Ainsi, le TEG4 a été récemment produit avec succès 
en système d’expression eucaryote chez la levure Pichia pastoris (Magid Noubhani, 
communication personnelle). Je n’ai pu entreprendre des essais dans ce sens avec l’Anx5-
TEG4 par manque de temps. 
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IV-2 Fonctionnalisation de polymersomes PTMC-b-PGA par l’Herceptine® via la plate-
forme de liaison d’anticorps Anx5-ZZ 
Cette partie, qui a constitué le projet principal de mon travail de thèse, a consisté en trois 
sous-parties : (1) modification de la surface des polymersomes PTMC-b-PGA par greffage de 
groupes maléimides accessibles ; (2) couplage covalent de protéines de fusion Anx5SH-ZZ aux 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL par réaction SH-maléimide ; (3) couplage de 
l’Herceptine® aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ par liaison d’affinité entre ZZ 
et Herceptine®. 
Afin de modifier la surface des polymersomes PTMC-b-PGA, la stratégie choisie a consisté à 
modifier l’amine primaire présente à l’extrémité de chacun des blocs PGA en la transformant 
en maléimide par l’intermédiaire de linkers hétéro-bifonctionnels de type NHS-X-maléimide. 
Les essais ont été réalisés initialement sur des polymersomes entiers, préalablement 
synthétisés. Les expériences réalisées avec deux types de linkers de longueur différente ont 
montré les polymersomes sont effectivement modifiés et qu’un grand nombre de groupes 
maléimides sont greffés aux polymersomes. Cependant, les essais de couplage covalent 
entre l’Anx5SH, protéine présentant un seul groupe sulfhydrile (-SH) très accessible, et des 
polymersomes modifiés se sont révélés infructueux. Une seconde stratégie a été mise en 
œuvre, qui consiste à modifier les copolymères sous forme monomérique puis à synthétiser 
les polymersomes à partir d’un mélange de copolymères modifiés et non modifiés. Cette 
approche a fourni d’excellents résultats, permettant de produire des polymersomes 
présentant des maléimides (600-1000 maléimides par polymersome) et étant capables 
d’interagir spécifiquement et efficacement avec l’Anx5SH-ZZ. Cette approche de synthèse des 
polymersomes a été utilisée pour l’ensemble des études réalisées dans le cadre du projet 
NANOTHER.  
Pour expliquer l’échec rencontré avec la première approche de couplage au niveau de 
polymersomes pré-synthétisés, nous avons émis l’hypothèse que les groupes maléimides ne 
sont pas suffisamment accessibles. Toutefois, je dois souligner qu’au début de ces études, 
l’absence d’une méthode fiable de quantification des polymersomes, ainsi que l’utilisation 
d’une méthode insatisfaisante de purification des polymersomes ont certainement 
contribué à un mauvais contrôle des conditions expérimentales. Des études ultérieures ont 
confirmé cette hypothèse et le couplage de l’Anx5SH a été également réalisé au niveau de 
216 
 
polymersomes modifiés directement par des maléimides. Toutefois, l’approche basée sur la 
modification des copolymères sous forme monomérique est plus simple et mieux contrôlée.   
 
Dans la deuxième étape de ce projet,  le couplage covalent de l’Anx5SH-ZZ aux polymersomes 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL a été réalisé, permettant d’obtenir la plate-forme de liaison des 
anticorps PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ souhaitée. Cinq lots de polymersomes PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5-ZZ ont été produits, qui contiennent en moyenne 30 Anx5-ZZ par polymersome.  
La troisième étape de ce projet a concerné l’étude de la liaison de l’Herceptine® aux 
polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ par liaison d’affinité entre le domaine ZZ et 
l’Herceptine®. Avant d’effectuer la production en grande quantité de polymersomes PTMC-
b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine®, j’ai successivement analysé l’interaction entre l’Anx5-
ZZ et l’Herceptine® et optimisé les conditions de liaison de l’Herceptine® aux polymersomes 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ. L’analyse de l’interaction entre l’Anx5-ZZ et l’Herceptine® par 
PAGE en conditions non dénaturantes et QCM-D, qui ont fourni des résultats cohérents a 
permis de conclure que l’Herceptine® forme des complexes stables avec l’Anx5-ZZ, selon un 
rapport stœchiométrique de 1 Herceptine® pour 2 Anx5-ZZ. De plus, l’analyse de la liaison de 
l’Herceptine® aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ indique que l’Herceptine® se 
lie spécifiquement aux polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ via le domaine ZZ, ce 
qui valide la stratégie d’utiliser les Anx5-ZZ comme plate-forme d’ancrage d’anticorps au 
niveau de nanoparticules. Les conditions de couplage ont été optimisées, aboutissant à la 
production de polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® contenant environ 
60 molécules d’Herceptine® par polymersome. Comme les polymersomes contiennent en 
moyenne 30 molécules d’Anx5-ZZ par polymersome, ces résultats suggèrent que chaque 
molécule d’Anx5-ZZ est associée à deux molécules d’Herceptine®. 
La formation de complexes constitués d’une molécule d’Anx5-ZZ pour deux molécules 
d’Herceptine® au niveau des polymersomes semble surprenante puisque, en solution, des 
complexes stables composés de 2 molécules d’Anx5-ZZ pour 1 molécule Herceptine® ont été 
observés. Cependant, ces deux systèmes sont intrinsèquement différents parce que les 
molécules d’Anx5-ZZ sont préfixées aux polymersomes avant l’addition de l’Herceptine®, de 
sorte que des associations de 2 molécules d’Anx5-ZZ pour 1 molécule Herceptine ne sont pas, 
ou peu, envisageables. Toutefois, il faut conserver à l’esprit que la quantification de 
concentrations de protéines est complexe.  
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Les produits de ces trois étapes : polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL, PTMC-b-PGA-
(PEG)24-Anx5-ZZ et PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine®, ont été caractérisés par DLS 
et Cryo-MET. L’ensemble des résultats indique que les polymersomes sont monodisperses et 
n’agrègent pas au cours des étapes de fonctionnalisation. 
 
IV-3 Caractérisation des propriétés de ciblage des polymersomes fonctionnalisés par 
l’Herceptine® au niveau de cellules cancéreuses exposant le récepteur HER2. 
 
La dernière partie de ma thèse a porté sur l’évaluation des propriétés de ciblage des 
polymersomes fonctionnalisés par l’Herceptine® au niveau de cellules BT-474 (HER2+). Cette 
partie s’est déroulée en deux étapes. Dans une première étape, le ciblage des polymersomes 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® décrits ci-dessus en IV-2 a été étudié par l’équipe 
du Dr. Edurne Berra au CICbioGUNE à Bilbao. Dans la seconde étape, j’ai étudié moi-même 
les propriétés de ciblage de polymersomes fonctionnalisés par l’Herceptine® via une 
approche directe mise au point dans l’équipe du Pr. S. Lecommandoux au LCPO à Bordeaux. 
 
L’étude des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® réalisée par l’équipe 
du Dr. Edurne Berra par cytométrie en flux a indiqué que les polymersomes-Anx5-ZZ-
Herceptine® se lient aux cellules BT-474 de manière spécifique, mais qu’ils présentent une 
très faible efficacité de ciblage. Plusieurs hypothèses ont été envisagées et testées, comme 
la faible densité de récepteurs HER2 à la surface des cellules BT-474 ou l’influence du sérum 
sur la liaison ZZ/Herceptine® ; ces hypothèses se sont avérées inexactes. Nous avons alors 
envisagé que la stabilité des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Anx5-ZZ-Herceptine® était 
responsable des problèmes rencontrés, un laps de temps de plusieurs jours séparant leur 
production à Bordeaux et leur analyse à Bilbao. Cette hypothèse était fortement suggérée 
par des problèmes d’instabilité rencontrés avec plusieurs lots de polymersomes PMTC-b-
PGA-(PEG)24-MAL.  
Pour s’affranchir des problèmes éventuels associés au paramètre temps, nous avons décidé 
de réaliser l’ensemble des expériences dans notre laboratoire à Bordeaux, où nous 
disposons à la fois d’équipements et d’expertise en cytométrie en flux et en culture cellulaire.  
Suite aux problèmes d’instabilité de certains lots de polymersomes PMTC-b-PGA-(PEG)24-
MAL rencontrés à cette époque, et face aux contraintes de temps et aux impératifs du projet 
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NANOTHER, la décision a été prise de poursuivre les études de ciblage cellulaire avec des 
polymersomes fonctionnalisés par une autre approche mise au point dans l’équipe du Pr. S. 
Lecommandoux. Cette approche consiste à modifier les anticorps Herceptine® de manière à 
ce qu’ils exposent un ou plusieurs groupes sulfhydriles et à les coupler directement aux 
PTMC-b-PGA-(PEG)24-MAL. L’équipe d’E. Berra avait montré que les polymersomes PTMC-b-
PGA-(PEG)24-Herceptine® obtenus par cette méthode étaient capables de cibler les cellules 
BT-474. 
 
L’étude que j’ai réalisée sur le ciblage des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® 
au niveau de cellules BT-474 constitue une prolongation des travaux déjà réalisés par le 
groupe de Dr. Edurne Berra. Outre la cytométrie en flux, le ciblage des polymersomes a été 
analysé par microscopie de fluorescence et par MET, dans ce dernier cas à l’aide de 
polymersomes magnétiques. L’ensemble des résultats que j’ai obtenus confirme l’efficacité 
de couplage des polymersomes PTMC-b-PGA-(PEG)24-Herceptine® au niveau de cellules BT-
474. Ils suggèrent de plus que les polymersomes, ou leur contenu, sont internalisés dans les 
cellules BT-474.  
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